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RESUMO

As infecgbes sexualmente transmissiveis (IST) configuram-se como sério problema de salde
publica no Brasil e no mundo. Além de infec¢Bes sintométicas agudas, muitas vezes bastante
incobmodas e debilitantes, as pessoas infectadas podem permanecer assintomaticas gerando
transtornos a longo prazo (tais como céncer cervical, esterilidade, imunodepresséo, hepatite
e outros). Dentre os patdgenos sexualmente transmissiveis, destacamos o Papilomavirus
Humano e a Chlamydia trachomatis, por estarem relacionados a importantes patologias do
aparelho genital feminino, como o Cancer de Colo de Utero e Doenca Inflamatéria Pélvica,
respectivamente. As mulheres moradoras da zona rural do Amazonas — as ribeirinhas -
mesmo as que moram geograficamente mais proximas aos grandes centros, tém dificuldade
de acesso a assisténcia a saude, por residirem as margens de rios. A coleta ginecoldgica de
amostra biol6gica demanda tempo, deslocamento, espera e muitas vezes causa vergonha
nas mulheres. Por isso, a autocoleta cérvico-vaginal e o diagndstico molecular por Reacgéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) tém sido estudados para facilitar o rastreamento de IST. No
municipio de Coari-AM, a assisténcia a saude é centralizada na zona urbana, com acdes
esporadicas dos profissionais nas comunidades gerando agravantes como dificuldades de
acesso a diagnosticos de doencas, tratamentos e a informacao. Sendo assim, o presente
estudo tem por objetivo avaliar a prevaléncia da infec¢do pelo Papilomavirus Humano (HPV)
e Chlamydia trachomatis (CT) em ribeirinhas do municipio de Coari-AM, por causarem
doencas que geralmente possuem evolugdo assintomatica, mas consequéncias graves na
saude reprodutiva. Este é um estudo transversal, com abordagem “de casa em casa” para
recrutamento das mulheres, realizado em 58 comunidades ribeirinhas ao longo de 6
microrregides do Regido do Médio Solimdes. As amostras foram obtidas com a escova
COARI®, da Kolplast®. A extracdo de DNA foi realizada com kit ReliaPrep™ DNA
(PROMEGA ©). As amplificagdes do DNA gendmico humano, da CT e do HPV foram feitas
por PCR e os produtos foram visualizados por eletroforese. A tabulacdo de dados foi realizada
no programa Microsoft Excel ® 2013 e a andlise dos dados no software SPSS® Inc. Versao
22. Os resultados mostraram que as participantes (n=419) tinham entre 18 e 70 anos, com
média de idade de 34 (DP = 12). 84,8% eram casadas ou viviam em unido estavel com um
companheiro. 56,1% tinham baixa escolaridade. 84,3% relataram ser agricultoras e 88,1%
apresentavam renda familiar de até 1 salario minimo. A idade da primeira relagdo sexual
variou entre 9 e 29 anos (média=15,3; DP=2,6) com média de idade da primeira gestacao de
16,2 anos (DP= 4,4). A maioria (83,1%) relatou ter tido entre 1 a 5 parceiros sexuais ao longo
da vida. Quanto ao uso de preservativo, 62,4% afirmaram néo utilizar com seu parceiro fixo.
22,1% relataram ter tido um aborto espontaneo e 46,9% relataram ter feito exame preventivo

em menos de 1 ano. Grande parte das mulheres (74,8%) afirmou que apresentavam queixas



clinicas ginecolégicas no momento da entrevista. A prevaléncia de CT nessa amostra
populacional foi de 1,1% (5/419) e HPV foi de 15,7% (66/419). Portanto, o trabalho contribuiu
para o conhecimento da situacdo epidemiolégica da regido, gerando base para
implementacao de estratégias de rastreamento dos patdégenos estudados, e a possibilidade

de ampliacdo de estudos para outras IST.

Palavras-chave: HPV. Chlamydia trachomatis. Epidemiologia. Zona Rural. Autocoleta.



ABSTRACT

Sexually transmitted infections (STI) are serious public health problems in Brazil and
worldwide. In addition to acute symptomatic infections, often quite uncomfortable and
debilitating, infected people can remain silent reservoirs of the pathogen, generating serious
long-term health problems (such as cervical cancer, sterility, hepatitis and others). Among STI,
we highlight the Human Papillomavirus and Chlamydia trachomatis, as they are related to
serious problems that can affect the female genital system, such as cervical cancer, Pelvic
Inflammatory Disease, respectively. Riverside women, even geographically close to large
centers, have difficulties in accessing health care because they live on the banks of rivers. For
this reason, cervical-vaginal self-collection and molecular diagnosis by Polymerase Chain
Reaction (PCR) have been studied to facilitate STI screening. In the city of Coari, health care
is centralized in the urban area, with sporadic actions by professionals in the communities.
This creates more difficulties in accessing disease diagnoses, treatment and health
information. Thus, the present study aims to assess the prevalence of infection by Human
Papillomavirus and Chlamydia trachomatis in riverside women in Coari City. A “house to
house” approach was used to recruit women and the samples was obtained with COARI®
brush (KOLPLAST®). DNA extraction was performed with the ReliaPrep ™ DNA (Promega®©).
The amplification of human genomic DNA, CT and HPV was done by PCR and the products
were visualized by electrophoresis. Data tabulation was performed using Microsoft Excel ®
2013 and data analysis using Epi Info® software version 7.2 and SPSS® Inc. Version 22. The
survey reached 58 communities across 6 micro-regions. The patrticipants (n = 419) were
between 18 and 70 years old, with a mean age of 34 (SD = 12). 84.8% were married or lived
in a stable relationship with a partner. 56.1% had low education. 84.3% live on agriculture and
88.1% have a family income of up to 1 minimum wage. The age of the first sexual intercourse
varied between 9 and 29 years (mean = 15.3; SD = 2.6). The average age of the first pregnancy
was 16.2 years (SD = 4.4). The majority (83.1) reported having had between 1 and 5 partners
in their lifetime. As for condom use, 62.4% reported not using it with their steady partner. 22.1%
reported having had a miscarriage and 46.9% reported having had a pap smear in less than 1
year. 74.8% of women reported clinical complaints related to sexual health. The molecular
results showed 100% positivity for human genomic DNA, the prevalence of CT was 1.1%
(5/419) and HPV was 15.7% (66/419). It was also observed that the self-collection was
accepted by 99.8% (n = 419) of the women interviewed. Therefore, the work contributed to the
knowledge of the epidemiological situation in the region, creating the basis for implementing
strategies for tracking the studied pathogens, and the possibility of expanding studies for other
STls.

Key Words: HPV. Chlamydia trachomatis. Epidemiology. Countryside. Self-collection.
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1 INTRODUCAO

As infec¢Bes sexualmente transmissiveis (IST) sdo uma importante causa de
risco a populagédo quanto a saude publica e morbidade (SMITH; ANGARONE, 2015).
Além das manifestagcbes sintomaticas agudas, podem causar infeccoes
assintomaticas que gerarao problemas a longo prazo, tais como infertilidade e Doenca
Inflamatéria Pélvica (DIP) - com graves consequéncias fisicas e psicolégicas (WHO,
2012).

Héa décadas estuda-se a sinergia entre outras IST e o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), e esta associacdo pode ter sido a responsavel pelo crescimento da
pandemia de HIV (WASSERHEIT, 1992). A infec¢édo por HIV é facilitada por outros
patégenos sexualmente transmissiveis, principalmente quando ha comportamento de
risco, rompimento do epitélio ou mucosa, recrutamento de células suscetiveis no trato
genital, estimulacdo de células CD4+ resultando no aumento da replicacdo de HIV
(COHEN, 2001; QUINN, 1996; REIS MACHADO et al., 2014; WHO, 2016).

Dentre as IST, o Papilomavirus Humano (HPV) tem sido considerado
importante agente causal do cancer cervical (CC) — especialmente os seus tipos de
alto risco - e sdo também considerados potencialmente causadores de cancer de
orofaringe, pénis, anus, vulva (BRUNI et al., 2018).

O desenvolvimento de CC esté relacionado também ao niumero de parceiros
sexuais, intercurso sexual desprotegido, histéria pregressa de outras IST, uso de
contraceptivo oral, imunodeficiéncia e tabagismo (SCHIFFMAN; WENTZENSEN,
2013). O cancer do colo do utero € o terceiro cancer mais comum entre as mulheres
em todo o mundo, com uma estimativa 569.847 novos casos e 311.365 mortes em
2018; no Brasil estimou-se 16.298 novos casos com mortalidade de cerca de metade
dessa populacéo (8.079 mortes) (IARC, 2018). No Amazonas, para 2020, estimou-se
580 novos casos deste cancer (INCA, 2020).

Uma outra importante IST é a infec¢cdo pela Chlamydia trachomatis (CT), uma
bactéria intracelular obrigatoria que infecta os epitélios dos tratos urinario e genital
superior, causando corrimento, aderéncias, salpingite, dor pélvica, e pode ainda estar
relacionada ao rompimento prematuro de membranas, aborto espontaneo e parto
prematuro, dentre outras situacdes clinicas adversas. Além de prejuizos sociais e

emocionais para as mulheres, € um problema de saude publica, pois os custos
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medicamentosos e hospitalares decorrentes das complicacfes reprodutivas séo altos.
Em muitos casos, porém, as infecces sao assintomaticas, e as pessoas permanecem
como reservatorios silenciosos do patégeno (MISHORI, MCCLASKEY E
WINKLERPRINS, 2012; WORKOWSKI, 2015). O grande numero de casos
subnotificados interfere no diagnostico precoce, tratamento e prevencado de danos a
saude reprodutiva (SMITH E ANGARONE, 2015; WIESENFELD, 2017).

Os métodos moleculares de diagnéstico de infec¢cdo por HPV e CT séo
bastante Uteis, destacando-se o advento da Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR)
em 1983, que é cada vez mais aceita pela comunidade médica como opcéo viavel em
sua pratica (MURALIDHAR, 2015). Esta técnica possibilita a deteccao especifica de
sequéncias de Acido desoxirribonucleico (DNA) ou Acido ribonucleico (RNA) de um
ou mais patdgenos, permitindo tratamentos mais especificos (MURALIDHAR, 2015;
YARBROUGH; BURNHAM, 2016).

Por outro lado, a coleta ginecoldgica de amostra biolégica por um profissional
de saude (como acontece no exame de Papanicolau, por exemplo) demanda tempo,
deslocamento, espera e muitas vezes causa vergonha as mulheres, por isso, a
autocoleta cérvico-vaginal e o diagnéstico molecular tem sido estudados como
estratégia para facilitar o rastreamento de IST (ARIAS et al., 2016).

A autocoleta consiste na introducao de um dispositivo estéril no canal vaginal
realizado pela prépria mulher com o objetivo de obter a amostra (MARINO, 2015). O
uso de dispositivos de autocoleta (tais como escovas, swabs, tampdes, lavados entre
outros) aumenta a participacdo das mulheres e a cobertura do exame em regiées de
dificil acesso, e o material biolégico obtido € adequado para o diagndstico molecular
de HPV e CT (ARBYN et al., 2018; KNOX et al., 2002)

O isolamento geografico da populacdo que vive na regido Norte, €&
considerado um dos principais obstaculos ao acesso a saude (TORRES et al., 2018).
Faz-se entdo necessario avaliar estratégias preventivas primarias e secundarias que
podem permitir o controle das IST e suas consequéncias. Para isso € importante o

conhecimento regionalizado da epidemiologia das IST (ROCHA, 2012).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccdes Sexualmente Transmissiveis

2.1.1 Caracterizacao das Principais Infec¢cdes Sexualmente Transmissiveis

As Infeccdes do Trato Reprodutivo (ITR) incluem: as IST, as infeccbes
iatrogénicas (ex.: pos-aborto) e as infec¢des enddgenas (ex.: candidiase vulvovaginal
e vaginose bacteriana). As IST sdo causadas por mais de 30 agentes etiol6gicos
(virus, bactérias, fungos e protozoarios), tais como Neisseria gonorrhoeae (NG), CT,
Treponema pallidum (TP), HPV e Trichomonas vaginalis (TV) pelo risco de
desenvolvimento de graves acometimentos a saude reprodutiva. Sdo transmitidas por
contato sexual e, de forma eventual, por via sanguinea, durante a gestacéo, parto ou
amamentacdo. Podem apresentar-se sob a forma de sindromes: Ulceras genitais,
corrimento uretral, corrimento vaginal e DIP. Possuem altas taxas de incidéncia e
prevaléncia, apresentam complicacées mais graves em mulheres, causando ainda
culpa, estigma, discriminacgéo e violéncia, por motivos bioldgicos, psicoldgicos, sociais
e culturais (BRUNI et al., 2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2015a).

A terminologia IST passa a ser adotada em substituicdo a expressdo Doencas
Sexualmente Transmissiveis (DST), porque destaca a possibilidade de uma pessoa
ter e transmitir uma infeccdo, mesmo sem sinais e sintomas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015a).

As bactérias NG e CT sdo intracelulares gram-negativas que sao as causas
mais comumente relatadas nos Estados Unidos da América (EUA). A infeccao por
clamidia é mais prevalente em pessoas com até 24 anos de idade, e é duas vezes
mais relatada em mulheres do que em homens. Embora muitas vezes sejam
assintomaticas, podem gerar sequelas graves. Esses dois patdégenos causam
inflamacgé&o do colo do utero caracterizada por exsudacdo endocervical e hemorragia
cervical facilmente induzida. Além disso, causam uretrite, disuria prurido uretral e
corrimento (CDC, 2015; YARBROUGH; BURNHAM, 2016).

A sifilis, causada pela bactéria Treponema pallidum (TP), apresenta-se nos
estagios primario, secundario e terciario. A infeccao assintomatica é conhecida como

sifilis latente e pode ser detectada por testes sorolégicos. Além disso, o TP pode
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migrar para o sistema nervoso central em um estagio de infeccéo, resultando em
neurossifilis (WORKOWSKI E BOLAN; 2015).

A infeccd@o pelo TV pode desencadear desde um estado assintomético até
um estado de severa inflamacdo. Pode apresentar sintomas acentuados com
corrimento abundante com odor fétido, amarelo, espumoso e mucopurulento, prurido
vulvar ou ainda, dispareunia. A vagina e a cérvice podem estar edemaciadas e
eritematosas, com erosao e pontos hemorragicos, conhecido como aspecto de
morango (BRAVO, 2010; MEITES et al., 2015).

O virus da hepatite B (VHB) € um patégeno sexualmente transmissivel
causador de infeccéo hepatica potencialmente fatal. E um grande problema de satide
global. Em 2016, estimou-se que 27 milhées de pessoas vivem com o virus, destas,
apenas 10,5% estavam cientes de sua infeccao, e 16,7% das pessoas diagnosticadas
estavam em tratamento (OMS, 2016). O patdgeno sobrevive fora do corpo por pelo
menos 7 dias e pode causar infeccdo se nao houver a prevencdo primaria
(FERREIRA, 2000).

A maioria das IST pode estar associada a coinfeccéo pelo HIV) potencialmente
evoluindo para a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) que surgiu entre os
anos 1900 e 1920, mas em 1983 o HIV foi identificado como sua causa. Este virus
pertence a familia Retroviridae, o género Lentivirus. Esse género compreende os dois
tipos de HIV (HIV-1 e HIV-2), além de muitos virus da imunodeficiéncia simia que
naturalmente infectam diferentes espécies de primatas (PEETERS; D’ARC;
DELAPORTE, 2014). Pode ser transmitido por via sexual, sanguinea ou vertical. A
infeccdo pelo HIV pode ser dividida em quatro fases clinicas: 1) infeccao aguda; 2)
fase assintomatica, também conhecida como laténcia clinica; 3) fase sintomatica
inicial ou precoce; e 4) SIDA. (DAW et al., 2017).

Embora muitas dessas doencas sejam evitaveis e trataveis, a morbidade e a
mortalidade associadas as IST continuam altas. A resisténcia aos antibioticos esta
emergindo rapidamente, e a incidéncia de muitas IST comuns estd aumentando pela
primeira vez em uma década. No entanto, novas técnicas de diagnostico molecular e
a possibilidade de terapéuticas patdgeno-especificas contribuiram para um
diagnéstico mais rapido e tratamento eficaz (YARBROUGH; BURNHAM, 2016). Um

resumo das doencas comuns descritas pode ser observado na tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e recomendacdes de triagem para IST comuns

Doenca Sintomas Triagem Teste ideal
Mulheres até 25 anos,
~ , anualmente, homens
L Inflamacéo Cervical, . e ;.
Clamidia e . . . homossexuais em Amplificacdo de Acidos
. disuria, prurido e . !
Gonorreia . areas com alta Nucleicos e Cultura
corrimento A
prevaléncia,
anualmente.
Primaria: ulceracdo sem
dor nos genitais, reto ou
boca;
L - Nenhuma triagem de
Secundaria: erupcéao . .
« . rotina. Primeira
cutanea, feridas . )
consulta pré natal;
ir semelhantes a verrugas, .-
Sifilis ; P Homens Testes soroldgicos
sintomas sistémicos; .
homossexuais:
. . anualmente
Latente: Assintomatica,
Terciaria: Danos aos
orgédos e Sistema
Nervoso Central
Geralmente
assintomatica e .
~ o i . Mulheres: Comegcam . . .
Alteractes autolimitada; subtipos de : Citologia Cervical por
P . . o rastreio aos 21 anos . e x
citolégicas alto risco ligados a ! Papanicolau e Amplificacéo
) o de idade < X
por HPV neoplasias cervicais e de Acidos Nucleicos

retais

Tricomoniase

Assintomatico, pode ter
corrimento amarelo difuso

Sem rotina de triagem

Amplificacdo de  Acidos

e irritacdo vulvar Nucleicos
Nenhuma triagem de
rotina; gestantes:
Hepatite B Dor {it_)dommal, mal-estar, prlmgwa consulta pré- HBsAg
ictericia e urina escura natal; Homens
Homossexuais em
risco aumentado
Todas as pessoas
. com idades entre 13 e
Aguda: doenca O S
semelhante a gripe; 64 anos: triagem unica Teste de anticorpo / antigeno
SIDA ' usando a abordagem

cronica: AIDS, infec¢des
oportunistas

de néo participacéo;
gestantes: primeira
consulta pré-natal;

de quarta geragao

Fonte: Adaptado de YARBROUGH E BURNHAM, 2016.
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2.1.2 Epidemiologia

Mais de um milhdo de pessoas adquirem IST diariamente. A cada ano, estima-
se que 357 milhBes de pessoas adquirem uma das IST curaveis: gonorreia (78
milhdes), clamidia (131 milhdes), sifilis (6 milhdes) e tricomoniase (142 milhdes). Da
mesma forma, calcula-se que mais de 291 milhées de mulheres estejam infectadas
pelo HPV (WHO, 2016).

A infeccao pelo HPV causa 530.000 casos de cancer de colo uterino (CCU) e
264.000 mortes por essa doenca/ano. Além disso, a sifilis na gravidez causa
aproximadamente 300.000 mortes fetais e neonatais/ ano e coloca 215.000 recém-
nascidos (RN) sob o risco de morte prematura, baixo peso ao nascimento ou sifilis
congénita. Outro fator preocupante é o rapido aumento, nos ultimos anos, da
resisténcia da N. gonorrhoeae aos antibiéticos, reduzindo as opgdes de tratamento
(NEWMAN et al., 2015; WHO, 2016).

Figura 1 - Distribuicdo mundial da incidéncia de IST curaveis (gonorreia, clamidia, sifilis e
tricomoniase) por regido

OMS Regido das américas
OMS Regido Africana
OMS do Mediterraneo Oriental

]
5]
]
T

OMS Regido Europeia
OMS Regifo do Sudeste da Asia
OMS Regido Oeste do Pacifico

Fonte: Adaptado de WHO, 2016; NEWMAN et al., 2015.
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Estimativas robustas de dados de prevaléncia e incidéncia de ITS sé&o
importantes para projetar, implementar e avaliar interven¢des de IST e para justificar
o financiamento de programas e pesquisas para desenvolver ferramentas
aprimoradas, como terapias mais eficazes, diagndsticos no local de atendimento,
vacinas e microbicidas apropriados para uso global (MINISTERIO DA SAUDE, 2015b;
NEWMAN et al., 2015).

No Brasil, um estudo publicado pelo MS em 2008, “Prevaléncias e frequéncias
relativas de Doencas Sexualmente Transmissiveis em popula¢ces selecionadas de
seis capitais brasileiras, 2005” apontou que a prevaléncia de IST bacterianas foi de
14,4%, e a das virais, 41,9%. Os resultados mostraram que a prevaléncia da infec¢éo
pelo HPV é elevada e afeta fundamentalmente os adolescentes e jovens, sugerindo
que a infeccdo produz-se em geral em idade mais precoce, no inicio das relacbes
sexuais. As maiores taxas de infeccdo gonocadcica e por clamidia foram observadas
nas pessoas mais jovens (MINISTERIO DA SAUDE, 2015b).

Em 2017, foram notificados no SINAN (Sistema de Informacéo de Agravos de
Notificagdo) 119.800 casos de sifilis adquirida (taxa de detec¢do de 58,1 casos/100
mil habitantes); 49.013 casos de sifilis em gestantes (taxa de deteccao de 17,2/1.000
nascidos vivos); 24.666 casos de sifilis congénita (taxa de incidéncia de 8,6/1.000
nascidos vivos); e 206 Obitos por sifilis congénita (taxa de mortalidade de 7,2/100 mil
nascidos vivos) (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

No Brasil, dados do SINAN entre 2008 e 2018, observou-se que a taxa de
deteccdo de AIDS em homens apresentou aumento entre 2007 e 2011 (24,8 para 28,3
caso0s/100.000 habitantes). Essa taxa se manteve estavel até 2013, quando voltou a
cair. Em 2017, a detecgéo de AIDS entre homens foi de 26,0 casos a cada 100.000
habitantes. Entre as mulheres, observou-se tendéncia de queda dessa taxa entre
estes anos, que passou de 15,8 casos/100 mil habitantes em 2007, para 11,1 em
2017, representando uma reducdo de 30% (MINISTERIO DA SAUDE, 2018b).

2.2 Papilomavirus humano e cancer cervical

2.2.1 Caracteristicas e histéria natural do HPV
Os papilomavirus (PV) evoluiram ao longo de milhdes de anos para se

propagar em uma variedade de espécies animais diferentes, incluindo seres humanos.
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Uma caracteristica tipica dos PV que evoluiram conjuntamente com seus hospedeiros
sao particulas virais completas (virions) na superficie do epitélio infectado, mesmo
que a infeccdo seja inaparente. No entanto, varios tipos de papilomavirus
desenvolveram estratégias de imunoevolucdo que lhes permitem causar papilomas
visiveis persistentes (DOORBAR et al., 2015). Os PV sao pequenos virus DNA (50-
55nm) pertencentes a familia Papoviridae — género Papillomavirus. Trata-se de virus
ndo envelopado, com simetria icosaédrica. Apresenta um genoma de
aproximadamente 8.000 pares de base (8Kb) de DNA dupla fita e circular. Apesar do

tamanho pequeno, sua biologia molecular é bastante complexa (LETO et al., 2011).

Figura 2 - Eletromicrografia de particulas de Papilomavirus negativamente coradas

Fonte: DOORBAR et al., 2015.

Todos os tipos de HPV podem infectar e causar doenca em qualquer local do
epitélio escamoso estratificado, epitélio glandular, e epitélio cilindrico simples, seja ele
queratinizado (pele) ou ndo (mucosa) dependendo do seu tipo e afinidade
(LONGWORTH E LAIMINS, 2004). Por exemplo: o HPV-1 é um tipo cutdneo com
elevada taxa de replicagdo em epitélio queratinizado da regido palmo-plantar. O HPV
16 € um tipo mucoso, com preferéncia por areas genitais, e o HPV 11, também
mucoso, se replica no epitélio genital e laringeo. Eles sdo frequentemente
encontrados nos foliculos pilosos, em lesGes benignas (verrugas do tipo: vulgar,
plantar, plana, filiforme, pigmentada) e lesdes pré-malignas (epidermodisplasia

verruciforme) e malignas (como neoplasia intraepitelial e cAncer de células escamosas
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da area anogenital e trato respiratério). Vale ressaltar que a sua classificacdo por
tropismo ndo é a mais adequada, pois tipos genitais de HPV podem ser detectados
na pele e o contrario também é possivel (LETO et al., 2011; STERLING, 2016).

O risco de desenvolvimento de CC inclui: idade da iniciagdo sexual, nUmero
de parceiros sexuais e uso de preservativo durante o intercurso sexual, uso
prolongado de contraceptivo oral, tabagismo, numero de gestacbes e o0
desenvolvimento de CC depende além desses fatores, o genétipo do HPV (RIBEIRO
et al., 2015).

Figura 3 - Histdria Natural da Infeccéo por HPV ao desenvolvimento de CC

Persisténcia

Infecgéo ' I Progressdo

Modelode Normal > E Pré-
Historia Natural hammlll pelo HPV IRl cancer

Invasdo

—> B

Clearence Regressdo

Fatores de Risco Correlatos de exposicdo ao HPV: Uso Prolongado de Genotipo do HPV

Idade na primeira relagao sexual, Contraceptivo Oral

numero de parceiros sexuais,

uso de preservativo Fumar
Multiparidade
Gendtipo do HPV

Fonte: Adaptado de Schiffman e Wentzensen, 2013.

2.2.2 Genoma

Podemos ilustrar a estrutura gendmica do HPV através do HPV 16, pois
compreende 0s 0ito genes que Sao necessarios para diferentes estagios do ciclo de
vida do virus (BRAVO E FELEZ-SANCHEZ, 2015) (figura 4).
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Figura 4 - Estrutura genémica do HPV 16 e proteinas virais

URR: origem de replicagao,
sitios de ligacdo de fatores de URR E6 E7
transcricdo e controle da
expressao génica

E1: Replicagdo e Transcricdo de DNA viral

E2: Replicagdo viral do DNA, apoptose,
repressor transcricional de E6 / E7:

E4: Replicagdo de DNA viral

L1: Proteina Capsidial Principal

E5: Proliferacdo celular, alteragdo das vias de
E1 sinalizacdo , reconhecimento imunoldgico e
apoptose

E6: Degradacdo da p53, alteragdo da regulacdo
do ciclo celular, resisténcia a apoptose,
instabilidade cromossémica e imortalizacdo
celular.

L2: Proteina Capsidial Menor

E7: Degradagdo de pRB, reentrada no ciclo

L2 E5 celular da fase S, pl6 realizam e
E2 superexpressao, instabilidade cromossémica:

Fonte: Adaptado de SANJOSE, BROTONS E PAVON, 2018.

O genoma do HPV tem estruturalmente uma cadeia circular de
aproximadamente 8.000 pares de base e tem trés regides principais: (i) A regiao
precoce (E) codifica genes que sdo necessarios para o ciclo viral e com um papel
importante na transformacéo celular (E1, E2, E4, E5, E6 e E7). (ii) A regido tardia (L)
codifica as proteinas capsidicas L1 e L2. (iii) A Regido Longa de Controle (LCR) ou
NCR (non-coding region) ou URR (upstream regulatory region), € uma regido nao
codificadora contendo os sitios de origem de replicacdo e de ligacdo ao fator de
transcricdo que contribuem para regular a replicacdo do DNA controlando a
transcricdo viral. Os complexos protéicos E6 e E7, juntamente com a expresséo de
El, E2, E4 e E5, séo essenciais para a replicacdo do genoma viral e a sintese e
liberacdo de gene viral, mas também desempenham um papel fundamental na
transformacao celular. As variacdes ocorrem conforme o seu tipo; por exemplo, o HPV
16, que possui alto risco oncogénico, expressa em altas concentra¢des proteinas na
regido E6 e como consequéncia, varias vias de sinalizacdo séao ativadas causando
danos irreparaveis durante a proliferacéo celular. Ao mesmo tempo, tipos de HPV que
expressam em menor quantidade a proteina E6 (como por exemplo, os tipos de baixo
risco oncogénico como HPV 6 e 11), desencadeiam apenas lesdes benignas no
epitélio (Chen, 2015; Doorbar et al., 2015; Sanjosé, Brotons e Pavon, 2018).

2.2.3 Classificagdo e Nomenclatura
Os PV isolados sao classicamente conhecidos por ‘tipos” e tém sido estudados

criteriosamente em mamiferos, passaros e em alguns casos em animais de
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experimentacdo. A familia Papillomaviridae é dividida em 16 géneros (alfa, beta,
gama, delta, epsilon, zeta, eta, theta, iota, kappa, lambda, mu, nu, xi, omikron, pi) e 0s
Papilomavirus Humanos estéo distribuidos em cinco géneros: alfa (com 15 espécies),
beta (5 espécies), gama (5 espécies), mu (2 espécies) e nu (1 espécie); e cada
espécie pode apresentar varios genotipos virais e isso influencia na relagdo com o
desenvolvimento de doencas caracteristicas (figura 5) (DE VILLIERS et al., 2004;
DOORBAR et al., 2015).

O HPV pode ser classificado de acordo com seu potencial oncogénico: Alto
risco (HPV 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59), associados a CC, anal, vaginal,
vulvar, peniano, orofaringeo e lesdes precussoras; Baixo Risco (HPV 6,11),
associados a verrugas genitais e papilomatose respiratoria recorrente; Provavel
Carcinogénico (HPV 68), associado a CC; Possivelmente carcinogénico (HPV 5 e 8),
ligados a carcinoma de células escamosas em pacientes acometidos por
epidermodisplasia verruciforme e, possivelmente carcinogénico (HPV 26, 30, 34, 53,
66, 67, 69, 70, 73, 82, 85 e 97), relacionadas a casos ainda indefinidos. (DOORBAR
et al., 2015; INTERNATIONAL AGENCY FOR CANCER RESEARCH, 2012; LETO et
al., 2011).



Figura 5 - Relacao evolutiva dos HPV com o desenvolvimento de leses

Lesbes cutdneas benignas
geralmente em sitios epiteliais
palmares e plantares. N3o
associado ao cancer.

Alpha-paplimavirus
Mucosol & cutoneous

Os grupos induem tipos de alto
risco associados ao cancer do clo
do utero, tipos de mucosa de baixo
risco que estdo assodados a lesdes
benignas e tipo cutdneo de baixo
risco que geralmente causam
verrugas na pele. Alguns tipos My-popilomavirus
podem ser encontrados em lesdes
mucosas e cutaneas. O DNA de HPV
de baixo risco raramente é
encontrado em canceres. DNA de
alto risco é encontrado em quase
todos os casos de cancer do colo do
utero

Les6es cutdneas benignas.
DNA ocasionalmente
detectado em céncer de pele

Os grupos incluem tipos cutdneos
de alto rsco e baixo risco.
Tipicamente associada a infecgbes

inaparentes em  hospedeiros
imunocompetentes, mas pode
proliferar em hospedeiros
imunossuprimidos e em pacientes
com Epidermodisplasia
verrudiforme. A infecgdo
persistente tem o propdsito de
predispor ao desenvolvimento de
cancer de pele, especialmente em
individuos imunossuprimidos.

LesGes cutdneas benignas. Alguns
tipos detectados em locais orais.
DNA muito raramente
encontrado em cdnceres de pele.

Fonte: Adaptado de DOORBAR et al., 2012
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2.2.4 Epidemiologia da Infeccdo por HPV

A infeccé@o pelo HPV é uma causa bem estabelecida de cancer do colo do
Utero e ha evidéncias crescentes de que o HPV é um fator relevante em outros
canceres anogenitais (anus, vulva, vagina e pénis) e canceres de cabeca e pescoco.
Os tipos 16 e 18 do HPV sao responsaveis por cerca de 70% de todos os casos CC
em todo o mundo (BRUNI et al., 2018; OPAS/MS, 2019). A infec¢cdo destaca-se
alcancando a prevaléncia mundial de 11,7% (baseado em metandlise de resultados
positivos de 1.016.719 mulheres ao redor do mundo) (BRUNI et al., 2010; FORMAN
et al., 2012).

No Brasil, resultados parciais de um estudo multicéntrico com diagndstico
realizado por PCR encontraram a prevaléncia de HPV entre homens e mulheres (n =
2.669) em 54,6%, sendo o HPV de alto risco presente em 38,4% dos participantes.
Na capital do Amazonas, a prevaléncia de HPV foi de 50,3% (n = 277), sendo que
33,9% apresentavam HPV de alto risco (ASSOCIACAO HOSPITALAR MOINHOS DE
VENTO, 2017).

No estado do Para, regido norte do Brasil, Tamegao-Lopes et al., 2014,
encontraram prevaléncia de HPV-16 em mulheres (n=143) com citologia anormal em
14,0% através de PCR, sugerindo a necessidade de acompanhamento continuo a fim
de verificar a persisténcia da infeccdo e o diagnostico precoce do CCU.

Um estudo realizado em Manaus-AM, utilizando PCR, apontou alta
prevaléncia de infeccdo por HPV (31,1%) e diferentes gendtipos de alto risco em
mulheres com HIV, sendo os mais comuns o HPV-52, HPV-16 e HPV-45. Este mesmo
estudo encontrou HSIL em 50,0% das mulheres com HPV-16 (TEIXEIRA et al., 2018).

Na zona urbana do municipio de Coari-AM, um estudo com 361 mulheres
sexualmente ativas com idade acima de 18 anos detectou a presenca de HPV através
da técnica de PCR em 105 mulheres (29,1%), e os tipos mais frequentes foram HPV
16 (58,1%) e HPV 58 (20%). No entanto, foram encontrados mais de 13 tipos de HPV,
demonstrando que ha uma alta diversidade genotipica de HPV em mulheres dessa
regido (ROCHA et al., 2013).

Na zona rural do municipio de Coari-AM, um estudo com 412 mulheres

ribeirinhas utilizando dispositivo de autocoleta e analises por PCR encontrou a
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prevaléncia de HPV de 19,1% (n = 79); 1,4% (n = 16) foram positivos para HPV de
alto risco (TORRES et al., 2018).

2.2.5 Prevencao da Infecgéo por HPV

Uma das melhores formas de prevencdo € a vacinagao, assumindo uma
eficacia de 95% contra infec¢cbes por HPV16 e HPV18 (BURGER et al., 2017).
Utilizando um modelo matematico, BURGER et al. (2017) estimaram os beneficios
diretos da vacinacdo demonstrando reducgédo no risco de CC ao longo da vida: a
reducado direta entre mulheres vacinadas aos 9 anos foi de 55%, enquanto que as
chances de reducédo do risco entre mulheres vacinadas aos 45 anos foi de apenas
6%.

Durante a Ultima década, vérios paises de alta renda, incluindo a Austrélia
(onde a vacina é administrada a meninas e meninos entre 12 e 13 anos) e 0 Reino
Unido (onde garotas entre 12 e 13 anos de idade sdo vacinadas), rapidamente
alcancaram alta adesdo da vacina contra o HPV. Esses paises, por meio de seus
abrangentes sistemas nacionais de atencao a saude, estabeleceram programas de
rastreamento do CCU e monitoram a vigilancia das anomalias cervicais (HAWES,
2018).

O CC pode ser evitado pela prevencao primaria e secundaria. A prevencao
primaria refere-se a vacinagao, e a secundaria refere-se a detec¢éo precoce de lesbes
pré-cancerosas que podem ser alcancadas pelo diagndstico precoce e a triagem
(HOSTE, VOSSAERT E POPPE, 2013). No aspecto de prevencao primaria ha trés
tipos de vacina atualmente no mercado: a bivalente, a quadrivalente e a nonavalente,
compostas por particulas semelhantes a virus (VLP), capazes de induzir a formacéo
de anticorpos neutralizantes em titulos altos, preparadas pela técnica de DNA
recombinante, que cria a proteina L1, parte integrante do capsideo do HPV (HULL et
al., 2014; MARKOWITZ et al., 2014;CDC, 2015).

A vacina bivalente Cervarix®, fabricada pelo laboratério GlaxoSmithKline
(GSK) contém VLP semelhantes aos HPV tipos 16 e 18, produzidos por meio da
técnica de DNA recombinante em células de inseto. Essa vacina € indicada para
individuos do género feminino, com idade entre 10 e 25 anos. Deve ser administrada
com esquemas de intervalos de 0, 1 e 6 meses. A vacina Gardasil® quadrivalente é
fabricada pelo laboratério Merck Sharp & Dhome (MSD) e protege contra HPV tipos
6, 11, 16 e 18. A mesma confere protecédo contra a infeccdo persistente pelo HPV,
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lesBes cervicais precursoras de cancer, lesbes vaginais e vulvares precursoras de
cancer e verrugas genitais causadas pelos HPV entre mulheres de 16 a 26 anos que
nao tenham sido previamente expostas pelos respectivos tipos de HPV (GROSS,
2014; LUOSTARINEN et al., 2018; SASLOW et al., 2020).

Em dezembro de 2014, a agéncia de administracdo e controle de alimentos
e medicamentos (FDA do inglés, Food and Drug Administration) nos EUA, aprovou o
licenciamento de uma nova vacina nonavalente Gardasil-9® também fabricada pelo
laboratério MSD, alvo dos gendétipos HPV 6/11/16/18, bem como 31/33/45/52/58. A
aprovacdo dessa vacina foi baseada em dados de estudos de mais de 14.000
mulheres, que demonstraram reducdo em lesdes genitais de alto grau quando
comparadas as que foram imunizadas com a vacina quadrivalente. Atualmente, o
Comité Consultivo em Préticas de Imuniza¢bes (ACIP, do inglés Advisory Committee
on Immunization Practices) recomenda que todas as meninas e oS meninos recebem
a vacina contra o HPV aos 11 anos. A vacina¢ao pode ser iniciada aos 9 anos e é
recomendada para pacientes do sexo feminino entre 13 e 26 anos e pacientes do sexo
masculino entre 13 e 22 anos, e até 26 anos para homossexuais masculinos. Todas
as vacinas contra o HPV sao administradas como uma série de 3 doses de injecées
por via intramuscular durante um periodo de 6 meses, com a segunda dose entre 1-2
meses e a terceira, 6 meses apO0s a primeira dose (PETROSKY et al., 2015;
WORKOWSKI; BOLAN; CDC, 2015; WHO, 2017).

No Brasil, o estado do Amazonas, no ano de 2013, foi o primeiro estado
brasileiro a fornecer gratuitamente a vacina contra o HPV, antes de ser disponibilizada
no calendéario nacional de vacinacdo (MAGALHAES; NEVES; SOUZA FILHO, 2018).
Em margo do ano seguinte, o Brasil introduziu a imunizagdo ao HPV para meninas
entre 9 e 13 anos a partir do Sistema Unico de Saude (SUS), alcancando 3 milhdes
de vacinas em menos de 3 meses (BAKER et al., 2015).

Apesar de todos os avangos, o pleno potencial de saude publica da vacinagéo
contra o HPV ainda néo foi realizado. A doenca relacionada ao HPV continua sendo
uma fonte significativa de morbidade e mortalidade em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, ressaltando a necessidade de programas de vacinagdo contra o
HPV com alta cobertura populacional. A vacinacdo, contudo, ndo exclui as agdes de
prevencao e de deteccdo precoce pelo rastreamento, que busca lesdes precursoras

e cancer em mulheres sem sintomas (GARLAND et al., 2016).
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2.2.6 Diagnostico

Os achados do exame fisico consistentes com o HPV incluem qualquer verruga
ou lesdes semelhantes. As verrugas podem ocorrer nas areas da pele, do colo do
atero, da vagina, do anus e da orofaringe (Figura 6). A maioria é benigna, mas
qualquer suspeita de malignidade deve levar a uma avaliacdo mais criteriosa. Na
colposcopia, achados cervicais comuns incluem alteracdes acetobrancas,

pontuagdes, mosaicismo e vasos anormais (Figura 7) (HATHAWAY, 2012).

Figura 6 - Manifestacdes clinicas do HPV em locais diversos

i .
Verrugas Planas no braco com Verruga Filiforme no Verruga na regido orofaringea
propagacé@o em um arranhdo antebraco (Transmisséo Vertical)

Les&o Suspeita na Cervix Uterina Verrugas na regido genital feminina Verrugas na regido perianal

Fonte: STERLING, 2016; ALVES, 2013; HPV — Pedipedia (Enciclopédia Pediatrica Online).

Figura 7 - AlteragBes cervicais comumente encontradas em infecc8es por HPV
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Lesdo acetobranca levemente densa, fina Lesdo acetobranca ao redor do orificio com
e alongada, com margens regulares com margens irregulares e mosaicos finos (a).
limites com a jungdo escamocolunar.

Diagrama esquemdtico para mostrar as
invaginagdes e os capilares do estroma que,
vistos de cima, parecem pontilhados.

Fonte: Adaptado de SELLORS E SANKARANARAYANAN, 2004.

Com base em observacdes feitas a partir de alteracdes epiteliais atipicas ndo
invasivas identificadas em amostras cervicais adjacentes as neoplasias invasivas e 0
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conceito de carcinoma in situ (CIS) foi introduzido para indicar as lesbes em que
haviam ocupacéo total da espessura do epitélio, surgiu o termo neoplasia intra-
epitelial cervical (NIC) para indicar uma ampla gama de atipia celular limitada ao
epitélio (Sellors & Sankaranarayanan, 2004). Em 1988, o Instituto Nacional do Cancer
dos EUA realizou um simpésio para propor um novo esquema de registro dos
resultados da citologia cervical, em sequéncia, um segundo simposio realizado em
1991, elaborou o Sistema Bethesda (TBS) e este sistema foi reavaliado em 2001
(quadro 1) (NAYAR E WILBUR, 2017).

Quadro 1 - Correlacédo entre displasia/carcinoma in situ, neoplasia intraepitelial cervical (NIC) e
terminologia TBS

) ] ] ) o Terminologia ) ) )
Terminologiada | Terminologia original o Terminologia do Sistema Bethesda
) i modificada da NIC . )
displasia da NIC . (2001) utilizada no Brasil
(modificada em 1990)

Dentro dos limites de normalidade
Alterages celulares benignas
(infeccéo ou reparacgéo)
Normal Normal Normal ASCUS = Células escamosas atipicas
de significado indeterminado
AGUS = Células glandulares atipicas

de significado indeterminado

Atipia coilocitica, o o
o _ _ LSIL = Lesé&o intraepitelial escamosa
Atipia condiloma plano, sem NIC de baixo grau )
. o de baixo grau
alteracdes epiteliais

LSIL = Les&o intraepitelial escamosa

Displasia leve NIC | NIC de baixo grau )
de baixo grau
Displasia HSIL = Les&o intraepitelial escamosa
NIC Il NIC de alto grau
moderada de alto grau
_ _ HSIL = Lesé&o intraepitelial escamosa
Displasia grave NIC Il NIC de alto grau
de alto grau
) o HSIL = Les&o intraepitelial escamosa
Carcinoma in situ NIC I NIC de alto grau
de alto grau
Carcinoma ) ) ) ] ] )
] ] Carcinoma Invasivo Carcinoma Invasivo Carcinoma Invasivo
invasivo

Fonte: Nayar e Wilbur, 2017; Sellors & Sankaranarayanan, 2004b; Solomon et al., 2002.
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A nomenclatura brasileira utilizada para laudos citopatolégicos tem sofrido
constantes alteragcbes. A adocdo TBS, ainda que adaptado ao Brasil, facilita a
comparacdo de resultados nacionais com o0s encontrados em publicagbes
estrangeiras. Sabe-se, no entanto, que essas mudancgas ocorrem de forma gradual e
dependem da adocado da nova terminologia na rotina diaria dos profissionais de saude,
fonte de alimentacdo de conhecimento para a midia escrita ou falada e para a
populacdo em geral (INCA, 2012). A nomenclatura dos exames citopatoldgicos
utilizada no Brasil foi baseada no TBS (2001) e, para 0os exames histopatoldgicos, é
utilizada a nomenclatura NIC. As nomenclaturas de Papanicolaou, que utilizam
classes numéricas, e da OMS, que usam o termo displasia, hdo devem ser mais
usadas, pois diferenciam indevidamente graus de doenca pré-invasiva (INCA, 2012,
2016).

As neoplasias invasivas do colo uterino sdo em geral precedidas por uma
longa fase de doenca pré-invasiva. Os principais passos para a carcinogénese
cervical incluem: (i) infeccdo metaplastica epitelial na zona cervical por um ou mais
tipo de HPV de alto risco, (ii) persisténcia viral, ao invés da ocorréncia da clearence,
(i) progresséo clonal e persisténcia do epitélio cervical infectado (pré-cancer) e (iv)
invasdo (cancer). Vale ressaltar que a maioria das mulheres com infeccdo nao
desenvolve cancer. A taxa de pico de infeccdo por HPV é observada em mulheres
com menos de 25 anos de idade com um declinio aos 30-35 anos. (MOSCICKI et al.,
2012; RIBEIRO et al., 2015).
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Figura 8 - Representacdo esquematica da infeccdo pelo HPV na mucosa cervical e suas diferentes
lesBes intraepiteliais escamosas em potencial
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Fonte: Adaptado de SANJOSE; BROTONS; PAVON, 2018

A metodologia diagnéstica preconizada pelo Ministério da Saude no Brasil €
0 exame citopatologico, onde as células coletadas sdo dispostas em uma lamina de
vidro e fixadas com etanol a 95% que é o fixador de rotina devido a sua eficiéncia, seu
baixo custo e auséncia de toxicidade ou sprays de alcool isopropilico e glicol, que
facilitam o transporte das amostras quando séao obtidas a distancia. O intervalo entre
0s exames deve ser de trés anos, ap0s dois exames consecutivos com resultado
normal (INCA, 2016).

O estabelecimento do HPV como agente etiolégico do CCU e a sua
diversidade genotipica juntamente com a ocorréncia de exames citopatologicos falso-
negativos e laminas insatisfatorias promoveu nas duas Uultimas décadas o
desenvolvimento de diversas metodologias, visando a melhora da qualidade, e,
consequentemente da sensibilidade do teste como a citologia em base liquida. Esta
técnica pode ainda prover uma testagem adicional para deteccao de HPV no liquido
remanescente apresentando vantagens logisticas e operacionais (INCA, 2016;
RIBEIRO et al., 2015)
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Testes moleculares para deteccdo de HPV estdo sendo estudados como

forma de rastreio e desde a Ultima década vem demonstrando maior sensibilidade do
gue o exame citopatolégico (INCA, 2016; KETELAARS et al., 2018)

A PCR revolucionou a maneira do DNA e do RNA serem analisados. A
técnica pode amplificar qualquer sequéncia nucleotidica de forma seletiva (a partir de
iniciadores ou primers) e é toda realizada em um tubo de ensaio. A detecc¢do direta do
DNA do patogeno torna a PCR conveniente e rapida. Iniciando a partir de um genoma
inteiro, a PCR permite a amplificacdo do DNA de uma regido especifica, selecionada
pelo pesquisador. Pelo seu poder de amplificar grandes quantidades de &cidos
nucleicos, a PCR é notavelmente sensivel: tem potencial para detec¢do de niveis
muito baixos de carga viral em células e tecidos. (ALBERTS et al., 2017).

O método de PCR é altamente sensivel a deteccdo de varios genadtipos de
HPV em amostras obtidas por autocoleta e é particularmente importante para o
rastreio em paises em desenvolvimento (RADIC et al., 2018). Na técnica de
autocoleta, a propria mulher introduz o dispositivo (geralmente uma escova) no seu
canal vaginal para obtencédo da amostra bioldgica, dispensando um ambiente clinico
e um profissional para a coleta. Apesar da necessidade de padronizagédo, tem
potencial para se tornar uma valiosa ferramenta para grupos economicamente
vulneraveis em locais com acesso remoto (BALOCH et al., 2016; ZHAO et al., 2019).

Uma metanalise envolvendo o rastreio de HPV de alto risco e diagndstico por
PCR demonstrou que amostras autocoletadas e amostras feitas por profissionais
médicos foram igualmente precisas e a oferta de kits de autocoleta aumenta a adeséo
de mulheres com menos recursos (ARBYN et al., 2018).

Programas de triagem através do exame Papanicolau séo dificeis de replicar
em muitos paises subdesenvolvidos. Isso dificulta o diagnéstico precoce e o
atendimento de pacientes com céancer do colo do Utero e contribui para sua alta
mortalidade nesses paises. As amostras autocoletadas tém a vantagem de permitir a
participacdo de mulheres que por vérias razdes culturais e religiosas relutariam em ir
a clinica se expor para um profissional (AJENIFUJA et al., 2018).

Em estudo realizado na Holanda, as mulheres avaliaram a autocoleta como
‘conveniente” (97,1%), “amigavel” (98,5%) e 62,8% preferiram esta pratica do que

amostra coletada por profissionais. Além disso, a comparacdo dos resultados para
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HPV de alto risco foi de 8,0% para amostras coletadas por médicos e 10,0% para a
autocoleta (KETELAARS et al., 2018).

As amostras autocoletadas submetidas ao exame de PCR para HPV tem
demonstrado sensibilidade para a deteccdo de gendtipos de baixo e alto grau
oncogénico, sendo equivalente e vantajoso quando comparado a métodos mais
tradicionais (BELINSON et al., 2012; HAGUENOER et al., 2014; TORRES et al.,
2018).

2.3 Chlamydia trachomatis

2.3.1 Caracteristicas e Desenvolvimento

Na década de 1930, semelhancas bioldgicas e antigénicas entre os agentes
causadores de pneumonia por psitacose, tracoma e LGV foram observadas. Surgiu
entdo, uma variedade de nomes na literatura para descrever os agentes, aumentando
a confusao sobre sua classificagdo. O maior avango foi o “isolamento” do agente do
tracoma em 1957, abrindo portas para estudos filogenéticos detalhados sobre CT e
em 1960 foi reconhecida como a mais nova bactéria (CLARKE, 2011) .

O genoma é formado por um cromossomo circular com 1.042.519 pb e um
plasmidio com 7.493 pb. Ha cerca de 7 a 10 cOpias do plasmideo por bactéria. O
genoma codifica aproximadamente 875 proteinas das quais 78 sdo exclusivas de C.
trachomatis e esta disponivel no banco de dados de nucleotideos Gen Bank
(“Chlamydia trachomatis (ID 471) - Genome - NCBI”; STEPHENS et al., 1998). Raros
achados de CT sem plasmideo ja foram descritos, demonstrando que este nao é
essencial para a existéncia do microrganismo (FARENCENA et al., 1997; WANG et
al., 2013).

Ja foram identificados 19 sorotipos de CT. Os sorotipos A, B, Ba e C infectam
principalmente a conjuntiva e estdo associados com tracoma; os sorotipos D, Da, E,
F, G, Ga, H, |, la, J e K sdo predominantemente isolados do trato urogenital e estdo
associados com uretrite, cervicite, endometrite, salpingite, perihepatite, dentre outras
patologias; os sorotipos L1, L2, L2a e L3 podem ser encontrados em linfonodos
inguinais e estao relacionados com o linfogranuloma venéreo (LGV). Os sorotipos do

grupo L sdo mais invasivos que os do grupo D-K, afetando camadas mais profundas
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de tecido conjuntivo, sendo capazes de disseminar-se para os linfonodos loco-
regionais (BEBEAR; BARBEYRAC, 2009; FERREIRA; MORAES, 2007; THOMSON
et al., 2008).

Sao bactérias gram-negativas, imoveis, cercadas por uma parede celular
rigida de lipopolissacarideos (LPS) com duas fases de reproducdo: uma fase
intracelular de corpos reticulares (CR) nao infecciosos e uma fase extracelular de
corpos elementares (CE) infecciosos. Elas podem persistir em células hospedeiras
em um estado vidvel, mas negativo em cultura. A reinfec¢cdo é bastante comum,
sugerindo que a imunidade natural a bactéria é limitada (BACHMANN;
POLKINGHORNE; TIMMS, 2014; ELWELL; MIRRASHIDI; ENGEL, 2016;
PAAVONEN, 2012; ZIKLO et al., 2016) .

O ciclo de desenvolvimento bifasico (figura 9) é Unico entre as bactérias
intracelulares obrigatérias. Consiste na conversdo de CE em CR, seguida pela divisao
e transformacdo dos CR de volta aos CE. As particulas CE infecciosas, porém
metabolicamente inativas entram nas células hospedeiras através de ligacbes
especificas que induzem a internalizacdo do patégeno (ELWELL; MIRRASHIDI;
ENGEL, 2016).
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Figura 9 — Ciclo de desenvolvimento da CT
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Fonte: Adaptado de BRUNHAM E REY-LADINO (2005).

Microscopicamente, os vacuolos contendo CE internalizados aparecem
como corpos de incluséao tipicos que podem ser prontamente corados com iodo devido
ao seu alto teor de glicogénio. Neste ponto, uma reacao inflamatoria tipica de clamidia
no hospedeiro infectado € iniciada com uretrite, cervicite mucopurulenta, endometrite,
salpingite, e inflamag6es préximas ao figado e apéndice, provavelmente provocada
pelo LPS bacteriano, semelhante a resposta celular a endotoxinas (PAAVONEN,
2012; ZIKLO et al., 2016).

Dentro da célula, os CE se diferenciam em CR néo infecciosos e comecam a
se replicar. Na presenca de interferon-y, CE nao replicantes podem persistir dentro
das células, e quando os niveis de interferon-y diminuem, voltam a ser CR. O ciclo de
desenvolvimento intracelular dura cerca de 40-72 horas. Estes CE infecciosos sé&o
libertados da célula hospedeira por lise celular. CE podem sobreviver no ambiente
extracelular e s&o considerados agentes infecciosos. ApoOs a lise das células
hospedeiras infectadas, as células epiteliais da mucosa sofrem necrose. Os

granulécitos e linfécitos migram dos vasos sanguineos para esse epitélio necrético e
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ulceroso, que se manifesta como supuracdo (AGRAWAL et al., 2009; ELWELL,
MIRRASHIDI; ENGEL, 2016).

O patdégeno pode ascender para infectar o endométrio (figura 10) causando
inflamacéo, cicatrizacdo e oclusédo das trompas de fal6pio, e DIP que podem levar a
infertilidade. A reacdo inflamatoria é caracterizada por um influxo de macrofagos e
neutrofilos e pela formacéo de sitios indutivos imunolégicos na submucosa. Esses
locais indutivos, que contém células B, células T, células dendriticas e macrofagos,
coordenam a iniciagdo de uma resposta imune adquirida, incluindo a implantacao de
uma resposta com antigenos especificos (BRUNHAM; REY-LADINO, 2005).

Figura 10 — Infeccdo por CT
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Fonte: Adaptado de BRUNHAM E REY-LADINO (2005).

As pessoas infectadas apresentam-se entre 70-95% assintomaticas, iSso
permite que 0 microorganismo evite a deteccdo clinica e possa subir para o trato
genital superior, causando complicagbes graves como DIP, infertilidade, abortos
espontaneos, além disso sérias consequéncias a neonatos como pneumonia clamidial
e conjuntivite pés parto (BEBEAR; BARBEYRAC, 2009; CONNELL; FERONE, 2016;
PRICE et al., 2016a). Se néo tratadas corretamente ou 0 hospedeiro apresentar um

guadro de imunossupressao, além dos sintomas ja mencionados, pode ocorrer ainda:



37

friabilidade cervical, edema cervical, Ulceras endocervicais, disuria, sangramento pos-
coito, sangramento intermenstrual, febre >38°C. A infeccéo pode localizar-se no reto,
faringe e globos oculares (LANJOUW et al., 2016). O processo infeccioso libera
fatores neoangiogénicos induzindo a proliferacao local de pequenos vasos, que se
tornam visiveis macroscopicamente como “pannus” (vascularizacdo superficial da
cornea com a infiltracdo de tecido de granulacdo). Nos casos de infeccéo ocular por
CT, o desenvolvimento deste tecido embriondrio é a causa principal de cegueira
(MYLONAS, 2012).

Um estudo realizado por MOSURE et al., 1997 demonstrou que a
implementacédo rotineira da triagem em mulheres jovens por mais de dez anos em
algumas regides dos EUA e em outros paises desenvolvidos levou a um declinio
significativo na prevaléncia de infeccéo por CT. O rastreamento pode evitar gastos
desnecessarios com intervencdes cirdrgicas relacionadas ao nascimento e

abortamentos e tratamentos de infertilidade (PRICE et al., 2016).

2.3.4 Epidemiologia

A OMS estima 131 milhdes de novos casos por ano de infeccéo por CT entre
pessoas entre 15-49 anos. Considerando outras IST curaveis, essas epidemias tém
um impacto profundo na saude e na vida de criancas, adolescentes e adultos em todo
o mundo: mortes fetais e neonatais, CCU, infertilidade, risco para o HIV, além das
consequéncias fisicas, psicologicas e sociais das IST que comprometem gravemente
a qualidade de vida das pessoas infectadas (WHO, 2016).

No continente europeu, em 2017, 26 paises relataram 409.646 infeccdes por
clamidia. Somente o Reino Unido representa 56% de todos os casos notificados em
2017, enquanto os numeros combinados de casos da Dinamarca, Noruega e Suécia
e do Reino Unido totalizaram 79% de todos os casos registrados. O aumento no
namero de diagnéstico no Reino Unido € devido ao programa de rastreio bem
sucedido desde 2008 (ECDC, 2019). A comparacao entre paises é consideravelmente
desafiada por diferencas nos sistemas de vigilancia, os métodos de diagndstico
utilizados, o acesso, a quantidade de testes e ainda, os casos de subnotificagao
(ECDC, 2015).

Em 2017, um total de 1.708.569 infec¢Bes por clamidia foram relatadas nos

EUA. Esta contagem de casos corresponde a uma taxa de 528,8 casos por 100.000
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habitantes. Entre mulheres sexualmente ativas com idade entre 16 e 24 anos com
plano de salde, a triagem de clamidia aumentou de 23,1% em 2001 para 48,3% em
2016. Embora os casos relatados entre homens sejam menores quando comparados
aos casos de mulheres infectadas, as taxas entre homens aumentaram cerca 40%
entre os anos de 2013-2017 (CDC, 2018b).

No Brasil, ndo ha dados nacionais sobre casos de clamidia, uma vez que nao
séo de notificacdo compulsoria. Estudos em cidades da regido norte, nordeste e sul
com mulheres sexualmente ativas estimam uma prevaléncia de infec¢do por CT que
variam entre 1,3 a 52,8%, dependendo da populacdo estudada, observando-se
indices mais elevados em gestantes, ou sintomas sugestivos de infeccéo incluindo
infertilidade (DE LIMA FREITAS et al., 2011; GOMEZ et al., 2016; MACHADO et al.,
2012; MAGALHAES et al., 2015; ROCHA et al., 2014). Estudo realizado por Rocha et
al., 2014 em mulheres sexualmente ativas acima de 18 anos (n=361), no municipio de
Coari-AM, encontrou a prevaléncia de 6,4% de mulheres infectadas por CT na zona
urbana e em 2018, ROCHA et al., encontraram a prevaléncia de 3,7% em mulheres
ribeirinhas do mesmo municipio utilizando PCR.

A OMS reconhece a importancia e a necessidade de investigacéo da infeccao
por CT. No entanto, melhores estratégias para controlar e medir ainda precisam ser
definidas (WHO, 2016). Apesar do aumento da conscientizacdo, possibilidades de
triagem, melhores diagndsticos e tratamento imediato, o numero de infec¢des por CT
e outras IST ndo esté diminuindo (PUOLAKKAINEN E SAIKKU, 2017).

2.3.5 Prevencao

Os métodos mais definitivos de prevencdo ainda sdo evitar 0s
comportamentos de risco, evitar sexo desprotegido ou multiplos parceiros sexuais.
Além disso, 0 uso correto e consistente de preservativos reduz o risco de transmisséo
de IST. Para adolescentes, é necessaria uma educacdo especifica sobre a
transmissdo da doenca através de sexo vaginal, anal ou oral ndo protegido (MISHORI,
MCCLASKEY E WINKLERPRINS, 2012).

Uma vacina terapéutica contra CT pode ter alguma eficacia se for
administrada antes que ocorram danos irreversiveis no trato genital feminino. No
entanto, € altamente improvavel, embora possivel, que seja implementada, pois, pelo

menos com as metodologias atuais, a deteccdo do inicio precoce da doenca do trato
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genital superior € um grande desafio. Tentativas de desenvolvimento de vacinas vem
sendo estudadas, porém, ainda ndo existe uma conclusdo sobre a sua efetividade.
Um esforgo internacional cooperativo entre vacinologistas, agéncias governamentais
e empresas privadas pode resultar na implementacdo de uma vacina contra CT na
proxima década (BROUTET et al., 2014; DE LA MAZA, ZHONG E BRUNHAM, 2017).

2.3.6 Diagnostico

O diagnéstico para CT baseia-se na suspeita clinica (quadro 3), na
informacédo epidemiologica e na exclusdo de outras etiologias (WORKOWSKI,
BOLAN; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2015).

A infeccdo pode causar sintomas diversos como cervicite em mulheres e
uretrite em homens. No entanto, essas infec¢cdes produzem poucos ou nenhum
sintoma em aproximadamente 70% das mulheres e 50% dos homens e esta situacao
configura dificuldade para deteccao, por isso, o diagndstico laboratorial € necessario
para estabelecer a etiologia correta (LJUBIN-STERNAKE MESTROVIC, 2014; VAN
DE LAAR E MORRE, 2007).

Quadro 2 — Relagéo doenca e sintomatologia causadas por CT

Doencga Sintomas

¢ Infertilidade (cerca de 20%)

¢ Dor pélvica crbnica (cerca de 18%)

e Gravidez ectépica (cerca de 6%)

Pélvica (DIP) e Peritonite e Perihepatite

e Ascite com dor abdominal no quadrante superior direito,
nausea e vémito

e SorotiposA-C

¢ Conjuntivite purulenta a partir da primeira semana de infeccdo
Tracoma — pannus

Doenca Inflamatoéria

¢ Infecgdo crbnica leva a formacao de cicatrizes e alteragdes nas
palpebras com dano mecénico da cérnea — perda da visédo

¢ Uretrite dolorosa e purulenta

Uretrite ndo e Estenose uretral

e Esterilidade em homens e mulheres

gonococica o
e Faringite (sexo oral)
e Proctite
Linfogranuloma e Sorotipos L1-13

¢ Inicio com Ulcera indolor na regido genital com inchaco dos

Inguinal ou Venéreo T T O
ganglios linfaticos regionais
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(LGl ou LGV)

e Sorotipos D - K

Artrite Reativa e Pode aparecer apds cerca de 4 semanas, acompanhada por
uretrite e conjuntivite (sindrome de Reiter)

¢ Infeccdo benigna apds contrair 0 agente patogénico em uma
piscina

e Em recém-nascidos, infec¢do durante o nascimento

Corpos de Inclusédo | ¢ Cura normalmente espontanea dentro de 6 meses

¢ Em casos raros, uma apresentacdo de doenca semelhante ao

Conjuntivite —

tracoma
e Transmissao periparto em cerca de 36-60% das mées
o infectadas
Conjuntivite pos e No geral, 2,8% dos recém-nascidos apresentam provas
parto — corpos de soroldgicas de infeccao perinatal por CT

¢ Pneumonia ou conjuntivite se desenvolve em 1,4% dos casos

e Prevaléncia de 50% de vaginose bacteriana ( causando
nascimento prematuro)

o Aumento da mortalidade pés parto

inclusdo

Fonte: MYLONAS (2012).

Como a CT é um patdégeno intracelular obrigatério, requer células vivas para
sua multiplicagdo. O isolamento na cultura celular tradicionalmente tem sido
considerado como um “padréo ouro” por muitos anos (STAMM et al., 1983), mas com
o advento dos métodos moleculares, seu papel tem sido diminuido (LAZARO et al.,
2018). O método de cultura é tecnicamente exigente, trabalhoso, caro e - mais
importante - menos sensivel quando comparado aos testes de amplificagdo de acido
nucléico (NAAT). A especificidade do método de cultura € 100%, quando inclusdes
sdo marcadas com fluoresceina. A sensibilidade se aproxima de 85% em comparacéo
com NAAT. Outra desvantagem deste método € que ele requer uma logistica de
transporte a frio perfeitamente organizada para evitar amostras inviaveis (BLACK,
1997).

Atualmente, as recomendac¢des mundiais para o diagndstico de CT tendem
para NAAT, por exemplo, a PCR, devido ao seu desempenho diagndstico
(sensibilidade e especificidade superiores a 90% comparadas a outros métodos).
Além disso, a PCR também permite a andalise de diferentes amostras clinicas,
facilitando o diagnostico de infecgdes genitais e extragenitais, mostrando-se ser uma
técnica importante em areas com incidéncia elevada (JURADO-OREJUELA E
PAREDES-AMAYA; LIBREROS-ZUNIGA, 2016; LAZARO et al., 2018).



41

As mulheres podem, ainda, ser submetidas ao rastreio sem um exame
pélvico com o uso de dispositivos vaginais ou amostras de urina (WIESENFELD,
2017). O teste com o uso de escovas vaginais ou amostras de urina facilita a triagem
em locais que nédo séo equipados para um exame pélvico e minimiza o desconforto e
constrangimento que podem dissuadir as mulheres de serem submetidas a triagem,
particularmente mulheres jovens sem sintomas que néo se preocupam com a infec¢ao
(CDC, 2015).

2.4 Infecgdes sexualmente transmissiveis no Amazonas

Os moradores das comunidades ribeirinhas, de modo geral, mesmo os que se
encontram geograficamente proximas aos grandes centros, tém dificuldades para
acesso a assisténcia a saude por residirem as margens de rios, igarapes e “furos”, em
habitacdes distantes uma das outras, sem acesso facilitado aos centros urbanos
(FERREIRA et al., 2010). Partindo destas questdes que permeiam seu modo de vida,
€ possivel identificar desafios peculiares para as equipes de salude que as assistem,
como por exemplo, a baixa densidade demogréfica, tendo em vista a dispersdo dos
moradores na floresta ao longo do curso dos rios. Além disso, esse cenario remete a
dificuldades operacionais para o trabalho, pela indisponibilidade de transporte da
equipe, repercutindo na baixa frequéncia de contato da equipe de salude com os
moradores, caracterizando um importante desafio para o Sistema Unico de Salde
(SUS) (BRASIL et al., 2016).

O risco e a vulnerabilidade a IST e HIV ndo estdo somente nas questfes
biolégicas, manifestam-se ainda através de comportamentos sociais como: ndo
abertura a discussdo sobre prevencdo no relacionamento, ndo percepcdo da
vulnerabilidade e ndo reconhecimento de si proprio como sujeito de direitos sexuais
(GUANILO; TAKAHASHI; BERTOLOZZI, 2014).

O SUS, desenhado a partir dos amplos movimentos sociais pela
democratizacdo do acesso a saude, fundamenta-se no conceito ampliado de saude,
abrangendo processos biopsicossociais, a vigilancia da saide como modelo e praticas
sanitarias que tém como enfoque problemas, organizagdo da comunidade e educagéo
em saude (DALMOLIN et al., 2011; SILVA; ANDRADE, 2013).



42

A atencdo primaria é priorizada por meio da Estratégia Saude da Familia
(ESF). Os agentes comunitarios de saude (ACS), em muitos casos moradores da
propria comunidade em que atuam, enfrentam territérios com graves problemas
socioambientais que repercutem na saude das familias que acompanham. No entanto,
no escopo de sua pratica prevalecem as atividades centradas para o acompanhamento
e a prevencao de riscos e agravos, com poucas acoes voltadas para a promocao da
saude. A prevencado e a promogao, por vezes, aparecem nos discursos dos ACS como
sinbnimos, mostrando que a promocdo da salude como pratica sanitaria ainda € um
desafio (SILVA; ANDRADE, 2013).

Historicamente, mulheres brasileiras enfrentam obstaculos em virtude do
preconceito e dos processos vinculados a dindmica de género e ndo é diferente, se as
colocarmos no contexto das relagbes sexuais e reprodutivas. Questdes sociais tais
como multiplicidade de parceiros sexuais, assimetria nas relacdes entre mulheres e
homens, dogmas religiosos e implicacbes morais, expde o publico feminino as IST, e
concomitantemente acentuam a vulnerabilidade das mulheres (NASCIMENTO et al.,
2017).

A proposta da autocoleta de amostras vaginais, além de diminuir as barreiras
causadas por estigmas sociais e histéricos, facilita 0 acesso ao diagnostico de IST:
consiste na introducdo de um dispositivo estéril no canal vaginal realizado pela propria
mulher com o objetivo de obter amostras. O uso de dispositivos de autocoleta (tais
como: escovas, swabs, tampdes, lavados entre outros) aumenta a participagdo das
mulheres e a cobertura do exame, além de serem eficazes no diagndstico molecular de
HPV e CT (ARIAS et al., 2016; HAGUENOER et al., 2014).

Na regido Amazonica, esta técnica tem boa aceitabilidade, entre 98,0% a
98,3%; apresenta ainda boa performance quando combinada com técnicas de
diagndstico molecular (ROCHA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019).

Estudos no Amazonas relacionados a infec¢cdo por HPV e CT em mulheres,
mostram prevaléncia da infec¢do por HPV variando entre 19,1% e 39,7% (Quadro 3) e
por CT variando entre 9,0% a 18,0% (Quadro 4).



Quadro 3 - Estudos epidemioldgicos recentes relativos a prevaléncia de HPV realizados no

Amazonas, Brasil.

Autores Local Amostra Populacéo Prevaléncia (n)
] ) Mulheres em exame
ROCHA et al., 2013 Coari/AM Cervical ) . 29,1% (105/361)
ginecoldégico
) Cervico-Vaginal e
NUNES, 2017 Coari/AM Uri Mulheres gestantes | 24,6% (27/110)
rina
COSTA-LIRA et al, ) Mulheres em exame
Manaus/AM Cervical . ) 36,56% (48/133)
2017 ginecoldégico
TORRES et al., 2018 Coari/AM Cervico-Vaginal Mulheres ribeirinhas | 19,1% (79/412)
TEIXEIRA et al., 2018 Manaus/AM Cervical Mulheres com HIV 31,1% (93/299)
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Quadro 4 - Estudos epidemioldgicos recentes relativos a prevaléncia de CT realizados no Amazonas,

Brasil.
Autores Local Amostra Populacéo Prevaléncia (n)
SILVA et al., 2012 Manaus/AM Amostra Genital Mulheres com HIV 4,3% (14/329)
) ) Mulheres em exame
ROCHA et al., 2014 Coari/AM Cervical ) o 6,4% (23 /361)
ginecoldgico
) Mulheres em exame
NEVES et al., 2016 Manaus/AM Cervical ) . 13,1% (153/1169)
ginecoldgico
COSTA-LIRA et al, . Mulheres em exame
Manaus/AM Cervical ) o 9,0% (12/133)
2017 ginecolégico
ROCHA et al., 2018 Coari/AM Cervico-Vaginal Mulheres ribeirinhas | 3,7% (11/399)
) Cervico-Vaginal e
AZEVEDO et al., 2019 Coari/AM Mulheres gestantes | 18,0% (18/100)

Urina
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3 JUSTIFICATIVA

Mulheres brasileiras enfrentam dificuldades ao acesso a saude em questdes
sexuais e reprodutivas. No municipio de Coari-AM, a assisténcia a saude é
centralizada na zona urbana, com ac¢des esporadicas dos profissionais de saude nas
comunidades. O acesso até o centro urbano é realizado exclusivamente por via fluvial,
podendo durar mais de 1 dia de viagem, e o translado é condicionado por questdes
financeiras. Tais condi¢c6es geram agravantes de vulnerabilidade, como dificuldade de
acesso aos servi¢cos de saude, ao preservativo, a informacéo e educacédo em saude,
dentre outros.

A falta de preciséo e rapidez do diagnéstico laboratorial de algumas IST séo
problemas também enfrentados pelos profissionais que atuam nesta area. Além
dessas dificuldades inerentes aos testes, a falta de alguns deles na rede publica de
saude dificulta ainda mais a elucidacdo de diagnésticos. Por causa dessas
dificuldades, as IST sédo subdiagnosticadas, sendo tratadas indiscriminadamente,
valendo-se apenas do diagndstico clinico e abordagem sindrémica. A autocoleta de
amostras vaginais juntamente com métodos moleculares de diagndstico facilita o
acesso a saude, aumenta a participacdo das mulheres e a cobertura do exame em
regides de dificil acesso, apresentando um enorme valor regional. Tais métodos tém
surgido nos ultimos anos como uma excelente alternativa para preencher lacunas
deixadas pelos métodos tradicionais.

Estas estratégias precisam ser avaliadas e discutidas para que possivelmente
sejam implementadas no Sistema Unico de Salde (SUS), permitindo a reducéo da
incidéncia de infec¢édo por HPV e CT e de desfechos adversos a saude reprodutiva da
mulher, além de outras condi¢des clinicas desfavoraveis, contribuindo ao acesso a

saude de qualidade para as populacdes amazonicas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Determinar a prevaléncia da infecgéo pelo Papilomavirus Humano e Chlamydia
trachomatis em amostra autocoletada de mulheres ribeirinhas do municipio de Coari-
AM.

4.2 Objetivos especificos

Descrever o perfil sociodemografico, clinico e comportamental das mulheres

ribeirinhas da localidade estudada;

Relacionar a infeccdo por HPV e CT com as variaveis sociodemogréficas, clinicas e

comportamentais das mulheres ribeirinhas, determinando possiveis associacoes;

Analisar a aceitacdo e a viabilidade da autocoleta como estratégia de obtencéo de
amostra para levantamento da infeccéo por HPV e CT entre essas mulheres.
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5 MATERIAL E METODOS

Estudo transversal realizado com mulheres moradoras de comunidades
ribeirinhas no municipio de Coari, Amazonas. Este estudo € parte do projeto
“Diagnéstico de Infecgbes Sexualmente Transmissiveis em Mulheres Ribeirinhas — a
Autocoleta como Estratégia Acessivel a Todas” aprovado pelo Edital Projetos Jovens
Doutores (Edital 041/2017/PROPESP/UFAM) e no Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Amazonas parecer n° 1.935.806 (CAAE
62552716.1.0000.5020) em 21 de Fevereiro de 2017.

Figura 11 - Fluxograma metodoldgico

Orientacdes e
Abordagem TCLE/Questionario Realizacéo da
autocoleta

Armazenamento até
PCR duplex (DNA o laboratorio de

A - : Avaliacdo da
gendmico + CT)/ Biologia Ay
PCR HPV Molecular/Extracdo Aceitagdo
de DNA
UBS Ribeirinha
Resultado Detectavel realiza exame

Eletroforese ou Nao Detectavel ginécolégico e

entrega o laudo

Fonte: O autor (2020)

5.1 Populagédo e amostra

Populacdo composta por mulheres ribeirinhas da area rural do Municipio de
Coari - Amazonas. Atualmente existem cerca de 206 comunidades ribeirinhas (IDAM
— Instituto de Desenvolvimento Agropecuario e Florestal do Estado do Amazonas),
distribuidas em regifes entre lagos e rios das quais foram visitadas comunidades
ribeirinhas selecionadas por conveniéncia, viabilidade e logistica de acesso até que

fosse possivel alcancar o tamanho amostral calculado, garantindo-se no entanto, que
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fossem incluidas aquelas cujo acesso seja unicamente por via fluvial. As mulheres
foram comunicadas previamente através da radio rural de Coari, e o deslocamento foi
realizado através de embarcacdes particulares e juntamente com a equipe da UBS
Fluvial da Secretaria Municipal de Saude (SEMSA) de acordo com a agenda de
viagens. O periodo de coleta ocorreu em 08/12/2017 a 19/08/2018. Essas
comunidades localizam-se nas regifes do Alto Rio Solimbes, médio Rio Solimdes,

Baixo Rio Solimdes, Lago do Mamia, Rio Coped, Lago de Coari e Ilha do Aria.

Figura 12 - Delimitacao territorial do municipio de Coari-AM segundo regifes, lagos e rios

Regido do Rio =
Copea

ROy, Regido do Baixo
s o e
a Solimdes
<3 > =

Regidodo Alto ™% © RO Amazo,
72

Solimdes %, &a-z(““"'

20 km Regido do Médio %\o“

Solimdes

Regido do
Lago de Coari
Regido do
Lago do
Mamia

Fonte: Adaptado de Google Earth Pro, verséo 7.3, 2019.

5.1.1 Critérios de inclusao:
- Mulheres que ja passaram pela sexarca

- Mulheres acima de 18 anos

5.1.2 Critérios de ndo-inclusao:
- Gestantes
- Mulheres em periodo menstrual

- Mulheres fazendo uso de medicamento por via vaginal nos ultimos 7 dias
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5.1.3 Critérios de exclusao:
- Amostras que testassem negativamente para o DNA genémico humano,
evidenciando que ndo havia material genético no dispositivo de coleta

- Mulheres que relataram n&o conseguir realizar o exame.

5.2 Coleta de dados e amostra

Foi usada a abordagem “de casa em casa” para recrutamento das mulheres.
Inicialmente elas foram convidadas a participar deste estudo e conforme aceite e
enquadramento nos critérios de inclusdo, responderam a um questionario-padréo,
onde foram registradas informacdes pessoais, clinicas e comportamentais, além de
opinides relativas a aceitacdo do dispositivo de autocoleta. As mulheres receberam
explicacbes sobre o projeto de pesquisa e assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

Para a realizacéo da autocoleta foi disponibilizado o dispositivo Coari® (Figura
13) fabricado pela Kolplast® Ltda para obtencdo de contetdo celular cérvico-vaginal
com instrucdes sobre o seu uso. A sequéncia da coleta consistia na lavagem das
maos, retirada do dispositivo embalado de forma estéril, realizagdo da autocoleta em
ambiente privado (quarto ou banheiro) e devolucéo do dispositivo ao pesquisador.

A realizacdo da autocoleta deveria obedecer as seguintes instrucdes:
posicionamento confortavel, introducdo no canal vaginal, realizacdo de 5 rotacdes,
retirada do canal vaginal e fechamento do dispositivo sem tocar nas cerdas da escova.

As amostras provenientes de comunidades situadas proximas ao centro
urbano, foram cuidadosamente identificadas, transportadas em uma caixa com
temperatura ambiente até o laboratério de biologia molecular ISB/UFAM e
armazenadas em um refrigerador a -20°C e processadas no dia seguinte. Quando
provenientes de comunidades mais distantes, com duracéo de dias de viagens, foram
armazenadas a -20°C em refrigerador da UBS Fluvial até o processamento em
laboratério no ISB. Apds a etapa inicial de preparagdo das amostras e extracdo de
DNA, aliquotas foram enviadas ao Laborat6rio de Biologia Molecular do Centro de
Apoio Multidisciplinar (CAM) do Programa de Pos-graduacao em Biotecnologia/UFAM
— Manaus-AM para o diagnoéstico molecular. Apos o diagnoéstico, os laudos assinados
foram entregues a UBS Ribeirinha que em parceria com o projeto, fez a entrega e

deu continuidade ao tratamento dos casos positivos.



Figura 13 - Dispositivo de autocoleta Coari® e modo de usar
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Fonte: Kolplast Ltda

Modo de Uso

.

Passo 1
Higienize as maos.

Passo 2
Abra a embalagem, conforme a ilustragao.

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

Passo 4
Segure o tubo, sem tocar nas cerdas coletoras.

Passo 5
Adote posico confortavel para coleta,
conforme a ilustragao.

e Pal e ra

Passo 6

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

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

Passo 8

Retire o dispositivo tomando cuidado para
nao tocar nas cerdas.

Desrosqueie a tampa até lberd-la do
tubo.

Passo 9

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

Passo 10
Entregue o Coori conforme as orientagdes
recebidas,
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5.3 Processamento laboratorial
5.3.1 Extracdo de DNA
A preparacao da amostra biolégica autocoletada para a extracdo do DNA foi

realizada conforme os passos descritos abaixo:

e As cerdas da escova de autocoleta foram cortadas com uma lamina bisturi estéril
dentro de um microtubo de 1,5ml;

e Foi adicionado 1ml de agua destilada no microtubo e agitou-se no vortex por 10
segundos;

e Os tubos foram centrifugados por 5min a 9.650 rpm (10.000 x g.);
e O sobrenadante e as cerdas foram descartados;

e [Foram adicionados 200 pL de agua destilada no microtubo contendo o
concentrado de células (pellet) e agitou-se no vortex para dissolver o mesmo.

A sequir foi realizado o processo de extracdo de DNA seguindo-se as instrucdes
do fabricante do kit ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System, Promega
© (Anexo 2).

5.3.2 Verificacdo da eficiéncia da extragcdo do DNA e detecgcéo de CT

A técnica de PCR foi realizada utilizando como controle interno o par de
oligonucleotideos PCO3/PCO4 para deteccdo e amplificacdo de um segmento do
gene da beta globina humana (SAIKI et al., 1985), e como controle em relacdo a
presenca de inibidores na reacdo de PCR (SAIKI et al., 1988). E um fragmento de
281pb da regido do gene da membrana externa mitocondrial (MOMP) de CT foi
amplificado com os primers CT05/06 (BOBO et al., 1990). Os parametros foram
otimizados por AZEVEDO et al., 2019. No Quadro 5 encontra-se a descricdo das

sequéncias dos primers e no Quadro 6 ha os parametros volumeétricos da reacgéao.



Quadro 5 - Sequéncia dos Primers para PCR duplex
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Primer Sequéncia do Primer 5 - 3’
PCO3+ ACACAACTGTGTTCACTAGC
PCO4+ CAACTTCATCCACGTTCACC

CTO05 GATAGCCAGCACAAAGAGAGCTAA

CTO06 CTTTGTTTTCGACCGTGTTTTGCAAACAGATGTGAA

Fonte: BOBO et al., 1990; SAIKI et al., 1985

Quadro 6 - Componentes e volumes da PCR duplex para amplificacdo de 110pb do gene da beta
globina humana e um fragmento de 281pb da regido do gene da MOMP de C. trachomatis utilizando
os primers PCO3/04 e CT05/06

Componente Concentracdo mM | Volume pL

Agua ultrapura 120,5 12,5
Tampéao 20,5 2,5
Magnésio 8,0 0,8
dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Invitrogen ®, 25 2.0
BRASIL)
PCO3+ 50 0,5
PCO4+ 50 0,5
CTO05 50 0,5
CTO06 50 0,5
Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen®, BRASIL) 2,0 0,2
DNA 50,0 5,0

Concentracdo/Volume Final 223,5 25,0

Fonte: AZEVEDO et al., 2019.

Em todas as reacfes foram utilizadas dgua como controle negativo e uma

amostra infectada por CT previamente conhecida como controle positivo. Ap6s a

preparacao dos componentes, a PCR foi processada no termociclador Veriti (Applied®

Biosystem) nas condi¢des descritas no Quadro 7.

Quadro 7 - Condicbes para amplificacdo de 110pb do gene da beta globina humana e um fragmento
de 281pb da regiao do gene da MOMP de CT utilizando os primers PCO3/04 e CT05/06

N° de Ciclos Temperatura (°C) Tempo (minuitos e Reacéo
segundos)
1 94 00’30 Desnaturacéo Inicial
94 00’30 Desnaturagéo
40 58 60’30 Anelamento
68 02°'00” Extensao
1 68 05'00” Extenséo Final
- 4 0 Manutengao

Fonte: AZEVEDO et al., 2019.



5.3.3 Deteccédo de HPV
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Foi realizada a PCR convencional nas amostras processadas, utilizando-se os

iniciadores genéricos PGMY09/11 que amplificam um fragmento de 450 pb da regido

L1 de varios tipos de HPV de mucosa (GRAVITT et al., 2000). As sequéncias dos

primers estdo descritas no Quadro 8 e os volumes dos componentes da PCR entéo

descritos no Quadro 9.

Quadro 8 - Sequéncia dos primers PGMY 09/11

Primer Sequéncia do Primer 5’ - 3’
PGMY 11 - A CGACAGGGACATAACAATGG
PGMY 11 - B GCGCAGGGCCACAATAATGG
PGMY 11 -C GCACAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY 11 =D GCCCAGGGCCACAACAATGG
PGMY 11 - E GCTCAGGGTTTAAACAATGG
PGMY09 — F CGTCCCAAAGGAAACTGATC
PGMY09 — G CGACCTAAAGGAAACTGATC
PGMY09 — H CGTCCAAAAGGAAACTGATC
PGMYO09 — | GCCAAGGGGAAACTGATC
PGMYO09 - J CGTCCCAAAGGATACTGATC
PGMYO09 — K CGTCCAAGGGGATACTGATC
PGMYO09 — L CGACCTAAAGGGAATTGATC
PGMYO09 = M CGACCTAGTGGAAATTGATC
PGMYO09 — N CGACCAAGGGGATATTGATC
PGMY0Q9 — P GCCCAACGGAAACTGATC
PGMY09 - Q CGACCCAAGGGAAACTGGTC
PGMY09 — R CGTCCTAAAGGAAAATGGTC

HMBO1 GCGACCCAAATGCAAATTGGT

Fonte: GRAVITT et al., 2000.

Quadro 9 - Componentes e volumes da PCR convencional para amplificacdo de um fragmento de 450

pb da regido L1 de vérios tipos de HPV

Volume Final

Componente Concentracdo mM Volume pL
Agua ultrapura 140,0 14,0
Tampéo 10X 20,5 2,5
Magnésio 8,0 0.8
dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 2,5 mM (Invitrogen ®, 2,5 2,0
BRASIL)
PGMY 09/11 5,0 0.5
Platinum Tagq DNA polimerase (Invitrogen®, BRASIL) 2,0 0,2
DNA 50,0 5,0
228,0 25,0
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Em todas as reacfes foram utilizadas agua como controle negativo e uma
amostra infectada por HPV previamente conhecida como controle positivo. Apos a
preparacao dos componentes, a PCR foi processada no termociclador Veriti (Applied®
Biosystem) nas condi¢fes descritas no Quadro 10.

Quadro 10 - Condic¢des para amplificacdo de um fragmento de 450 pb da regido L1 de varios tipos de
HPV

N° de Ciclos Temperatura (°C) Tempo (minutos e Reacao
segundos)

1 94 05’00 Desnaturacao Inicial
94 00°60” Desnaturacao

40 55 00’60~ Anelamento
72 00’60~ Extenséo

1 72 10°00” Extenséo Final

- 4 0 Manutencéo

Fonte: GRAVITT et al., 2000.

5.3.4 Eletroforese

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese a 70 Volts até a entrada
da amostra no gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo (1 ug / uL)
aumentando a voltagem para 100 volts até a amostra chegar ao final da corrida, com
duracédo de aproximadamente 45 minutos, utilizou-se um marcador de peso molecular
de 100pb (Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil), visualizados sobre luz

ultravioleta em um transiluminador e digitalizados para avaliacdo.

5.4 Andlise estatistica

A tabulacéo de dados foi realizada no programa Microsoft Excel® versdo 2013
e analise dos dados foi feita no software SPSS® Inc. Versdo 22. O nivel de
significancia fixado nos testes estatisticos foi de 5%.

Foram calculadas as frequéncias absolutas simples e relativas para os dados
categoricos. Na analise dos dados quantitativos, foi calculada a média e o desvio-
padrdo (DP). Nos dados categoéricos em relacéo ao resultado da PCR para HPV e CT
foi calculado o Odds Ratio (OR), aplicado o teste do qui-quadrado e teste exato de
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Fisher (VIEIRA,2004) para comparacdo dos riscos em regides diferentes. A

prevaléncia das infec¢des foi calculada considerando a positividade das amostras.

6 RESULTADOS

No periodo de dezembro de 2017 a agosto de 2018, 419 mulheres ribeirinhas
foram abordadas em seus domicilios, as quais se enquadravam dentro dos critérios
de inclusé@o e aceitaram participar da pesquisa. Elas responderam ao questionario e
assinaram o TCLE. Todas essas apresentaram amostras vaginais obtidas por
autocoleta satisfatérias com amplificagdo do gene da -globina humana usada como

controle interno da amostra.

6.1 Caracterizacao geral da amostra

A pesquisa alcancou 58 comunidades ribeirinhas distribuidas em 6 regifes
(Tabela 2), as quais Médio Solimdes, Lago do Mamia e Lago de Coari localizam-se
no entorno do centro urbano (até 32 km) e Baixo Solim&es, Rio Copea e Alto Solimbes
sdo mais distantes (entre 57 e 84 km) (GAMA et al., 2018), com duracgao de dias de
viagem dependendo da poténcia de embarcacdo. A Média até a zona urbana foi
calculada de acordo com um motor de 40 cavalos de poténcia, porém o tempo pode
variar de acordo com a embarcacao utilizada pelos riberinhos, facilmente alcancando

dias de viagens com escalas em pontos determinados por possuirem menos forca.

Tabela 2: Descricdo das comunidades ribeirinhas visitadas, estimativa de distancia por regido e horas
e numero de sujeitos entrevistados. Coari, Amazonas, 2018

B _ o Média até a zona *Média até a zona Sujeitos
Regido/Comunidades visitadas (58) urbana por regido (km) urbana (em horas) (n)

Médio Solimdes (7) 18,5 79
Divino Espirito Santo do Ananindé 0h20min 11
Menino Deus da llha do Aria 0h20min 7
Santa Maria do Igap6 Grande 1h20min 12
Sé&o Francisco da llha do Aria 0h20min 10
S&o Jodo Batista do lago do Jenipapo 1h20min 13
Sé&o José da llha do Aria 0h15min 10
S&o Pedro do Tauana 0h30min 16

Lago do Mamié (12) 23,7 94
Bom Jesus do Japiim 2h20min 10

Colbnia Paraiso 1h00min

Menino Deus do Castanho 3h10min 4



Santa Luzia do Envira 1h20min 12

Sao Francisco do Aru 1h00min 4
Sé&o Francisco do Jacaré 2h20min 12
Sao Francisco do Laranjal 1h20min 15
S&o Jodo da Nova Vida 2h50min 12
Sé&o José do Matamaru 1h00min 6
Sé&o José do Uruburetama 4h30min 4
Sao Sebastido da B. do Jacitara 1h20min 4
Séo Jodo do Campinas (Mamid) 1h00min 6
Lago de Coari (9) 32,3 51
Costa do Andira 1h40min 3
Nossa Senhora da Conceigdo do Oh15min 11
Boa
Santa Luzia do Buiguzinho 1h10min 4
Sao Francisco do Marajé 0h40min 2
Sé&o Joao do Ariri 1h20min 2
Sé&o José da Boa Vista 2h00min 3
Sao José do Inaja 1h20min 2
Sé&o Sebastido de Flores 1h20min 5
S&o Thomé do Patoa 1h20min 19
Baixo Solim&es (2) 57,2 18
Sé&o José da Boca do Jussara 0h30min 14
S&o Jodo Batista da Vila Pinheiro 1h20min 4
Rio Copeé (16) 64,4 112
Boa Esperancga 2h50min 5
Divino Espirito Santo da 2h30min 2
Renovagédo
Nossa S. do P. Socorro da Boa Fé 2h30min 24
Nova Jerusalém 2h00min 4
Santa Maria do Pocao 1h20min
Santa Terezinha do Porto Brito 1h20min 1
Santo Expedito da Illha do Surubim 1h00min 6
Sé&o Francisco da Vila Fernandes 2h00min 12
Sé&o Jodo Batista da B. do Camaréo 1h00min 4
S&o Jodo da Vila Nova 2h20min
Sao Joao do Campinas 1h00min 4
Sé&o Jodo do Parica 3h00min
Sé&o José da Fortaleza 2h30min 15
Sé&o José do E. do Santo Anténio 2h40min 9
Sao Lazaro do Codajas Mirim 3h00min 1
Vila Canaa 2h30min 8
Alto Solimdes (12) 84,0 65
Bom Jesus da Santa Cruz 2h30min 5

Divino E. Santo da V. do Ipixuna 3h00min
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N. S. do P. Socorro da Boa Vista
Nossa S. de Nazaré do Barro Alto
Santa Isabel do Barro Alto

Santa Luzia da V. Unido do P. do Padre
Sao Francisco do Porto 22

Sé&o Jodo Batista do Parana do Padre
Séo José do Parana do Padre

Sao Pedro da Vista Alegre

Sao Raimundo da Costa do Ipixuna
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2h00min

2h00min

2h30min 17
2h30min

0h40min

2h00min

0h50min 2
1h00min 13
2h20min

2h30min 8

Total

419

*Estimativa feita em motor de 40hp (Horse Power).

Fonte: O autor (2020).

A tabela 3 contém a distribuicdo segundo os dados sociodemograficos,

destacando-se mulheres entre 21 e 30 anos, vivendo na microrregido do Rio Copea

(26,7%), casadas ou viviam em unido estavel (84,7%), com ensino fundamental

incompleto (48,9%) vivendo da agricultura (84,5%) com renda de até um salario

minimo (88,1%).

Tabela 3: Distribuicdo segundo os dados sociodemograficos das mulheres ribeirinhas no municipio de

Coari, Amazonas, Brasil, 2018.

Variaveis n=419
f; %

Idade

18 |--- 20 40 9,5

21 1]---30 152 36,3

31|---40 104 24.8

41 |--- 50 62 14,8

51 |--- 60 51 12,2

=61 10 2,4
Média + DP 344+12,1
Amplitude 18-70
Regido em que vive

Alto Solimdes 66 15,8

Baixo Solimbes 18 4.3

Lago de Coari 51 12,2

Lago do Mamia 94 22,4

Médio Solimdes 78 18,6

Rio Copeéa 112 26,7
Estado Civil

Casada/Uniao Estavel 355 84,7

Solteira/Viuva/Divorciada 64 15,3
Escolaridade

Nao escolarizada 30 7,2



Fundamental Incompleto 205
Fundamental Completo 93
Ensino Médio Completo 83
Ensino Superior Completo 8
Ocupacéo
Dona de Casa 31
Agente Comunitéria de Saude 11
Pescadora 10
Agricultora 354
Assalariada com ou sem CTPS* 10
Autbnoma 3
Renda Familiar
Até 1 SM** 369
la2sSM 43
2a3SM 7

48,9

22,2
19,8
1,9

7,4

2,6

2,4
84,5
2,4

0,7

88,1
10,3
1,7

fi = frequéncia absoluta simples; DP = desvio — padrio; *CTPS=Carteira de Trabalho da Previdéncia Social;

**SM = Salario Minimo (R$ 954,00 em 2018).
Fonte: O autor (2020).
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Em relagdo ao comportamento sexual e historia clinica (Tabela 4) a média de

idade da primeira relacéo sexual foi de 15,3 (DP = 2,5), a média de idade da primeira

gestacao foi de 16,9 (DP = 4,4). A maior frequéncia deu-se as mulheres que possuiam

entre 1 a 5 parceiros ao longo da vida (83,1%). A maioria das mulheres que tinham

parceiro fixo (n=388) relataram néo fazer uso de preservativo (67,5%), enquanto, as

mulheres que tinham parceiros eventuais (n=4) usavam preservativo. Em relagéo ao

aborto espontaneo 72,3% relataram nunca ter tido e 46,8% fizeram o exame

preventivo no ultimo ano.
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Tabela 4: Distribuicdo segundo os dados relativos ao comportamento sexual e historia clinica de

mulheres ribeirinhas do municipio de Coari, Amazonas, Brasil, 2018.

Variaveis n=419
fi %
Idade da 12 Relacdo Sexual
Média = DP 153 £2,5
Amplitude 9-29
Idade da 12 gestacéao (n = 404)
Média = DP 16,9+4,4
Amplitude 12-32
N° de parceiros ao longo da vida
lab 348 83,1
6alo0 59 14,1
11 ou mais 12 2,9
Uso de Preservativo com PF (n = 388)
Sim 126 32,4
N&o 262 67,5
Uso de Preservativo com PE (n=4)
Sim 4 100,0
N° de abortos espontaneos
0 303 72,3
1 93 22,2
2 15 3,6
3 ou mais 8 1,9
Ultimo Exame Preventivo
Nunca Realizou 61 14,6
Menos de 1 ano 196 46,8
Entre 1 e 2 anos 115 27,4
Entre 2 e 3 anos 27 6,4
Entre 3 e 4 anos 6 1,4
5 anos ou mais 10 2,4

DP = Desvio Padrao; n = Namero Amostral; PF = Parceiro Fixo; PE = Parceiro Eventual; fi = frequéncia

absoluta simples
Fonte: O autor (2020).
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Na tabela 5 observa-se que 313 (74%) das mulheres entrevistadas
apresentaram uma ou mais queixas clinicas, por isso elencou-se apenas a frequéncia
absoluta dos relatos, destacando-se corrimento (155 relatos), disuria e prurido com
110 relatos em cada variavel.

Tabela 5: Queixas clinicas de mulheres ribeirinhas no municipio de Coari, Amazonas, Brasil, 2018

Variaveis (n=419) fi %
Queixa Clinica

Sim 313 74,7

Nao 106 25,3
Sinais e Sintomas (n=313)

Dor Pélvica 93

Corrimento 155

Disuria 110

Prurido 110

Dor apos relagdo sexual 93

Sangramento Apos Relacdo Sexual 10

Verrugas genitais 6

Ulceras genitais 6

fi = frequéncia absoluta simples
Fonte: O autor (2020).

6.2 Diagndéstico Molecular e Caracterizacdo das Mulheres Infectadas por CT

Foram obtidas 419 amostras por autocoleta. Nesta fase, as reacdes foram
obtidas a partir da replicacdo do estudo feito por AZEVEDO et al., (2019) com
amplificagdo do gene da B-globina humana a partir dos primers PCO3/04 usada como
controle interno da amostra e os primers CT05/06 para realiza¢do do diagnéstico do
patogeno (Figura 14).

Figura 14: Andlise da eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos da PCR duplex obtidos
com os iniciadores PCO3/04+ e CT05/06

106 107 108 109 110111112113 114 115116 117 118 119120 C+ Br

. -
- . —

Fv”ﬁ —
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Fonte: O autor (2020).

Nota: C+ = controle positivo; Br = controle negativo; M = marcador de peso molecular de 100 pb; pb =
Pares de Base; A imagem evidencia um fragmento de 110 pb resultante da amplificagdo do gene da [3-
globina humana e um fragmento de 281 pb resultante da amplificacdo regiao do gene da MOMP de CT
nas amostras 108, 109 e C+.

Encontrou-se a prevaléncia da infeccao por CT de 1,1% (5/419).

Os dados socioeconémicos e comportamento sexual (tabela 6) apontam as
seguintes médias de idade nas mulheres reagentes: Média de 31 anos (DP =12), a
primeira relacdo sexual foi de 15 anos (DP = 3) e a primeira gestacéo (p = 0,0009) foi
de 17 anos (DP =1).

Destacam-se o estado civil, onde 60% das mulheres infectadas eram solteiras,
villvas ou divorciadas. 60% possuiam o ensino fundamental completo. As mulheres
positivas possuiam renda familiar até 1 salario minimo. 60% tiveram 6 ou mais
parceiros ao longo da vida (p = 0,0002), 80% relataram usar preservativo com parceiro

fixo e nenhuma relatou aborto espontaneo.

Tabela 6: Distribuicdo segundo os dados relativos as variaveis socioecondmicas e de comportamento
sexual das mulheres ribeirinhas com amostras detectaveis e ndo detectaveis para CT. Coari,
Amazonas, Brasil, 2018.

Chlamydia trachomatis

Variaveis Positivo(n=5) Negativo(n=414)
fi % fi % Total p
Idade 0,579*
Média + DP 31+12 34+12
Amplitude 21-51 18-70
Idade da 12 Relagdo Sexual 1,000*
Média + DP 15+3 15+3
Amplitude 11-18 12 - 29
Idade da 12 Gestacado (n=403) Positivo (n=5) Negativo(n=398) 0,0009*
Média + DP 17+1 14+4
Amplitude 16 - 18 14 - 32
Estado Civil 0,0052**
Solteira/Viuva/Divorciada 3 60 61 14,7 64
Casada 2 40 353 85,3 355
Escolaridade 0,212**
N&o escolarizada - - 30 7,3 30
Fund. Incompleto 1 20 204 49,3 205
Fund. Completo 3 60 90 21,7 93
Médio Completo 1 20 90 21,7 91
Renda Familiar 0,407**
Até 1 SM 5 100 364 87,9 369
2 SM ou mais - 50 12,1 50
N° de Parceiros ao longo da 0,0002**
vida
lab 1 20,0 347 83,8 348

6 ou mais 4 60,0 67 16,2 71
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Uso de Preservativo PF (388) 0,040***
Sim 4 80 122 31,9 126
Nao 1 20 261 68,1 262

N° de Abortos Espontaneos 0,379**
Nenhum 5 100 298 72,0 303
1 - - 93 22.5 93
2 ou mais - - 23 55 23

DP = Desvio Padrdo; SM = Salario Minimo (R$ 954,00 em 2018).; n = Numero Amostral; PF = Parceiro
Fixo; PE = Parceiro Eventual; *Teste t de Student; ** Teste do qui-quadrado de Pearson; *** Teste exato
de Fisher

Fonte: O autor (2020).

Na tabela 7, observa-se as queixas clinicas recentes das mulheres com
resultados detectaveis para CT, onde 60% relataram algum sinal e sintoma
relacionado a saude sexual destacando-se dor pélvica (60%) e dor apos relacéo
sexual (60%).

Tabela 7- Queixas clinicas recentes de mulheres com resultados detectaveis para CT. Coari,
Amazonas, Brasil, 2018

L n=>5
Variaveis n %
Queixa Clinica
Sim 3 60
N&o 2 40
Sinais e Sintomas
Dor Pélvica 3 60
Dor apos relagéo sexual 3 60
Corrimento 2 40
Disuria 1 20
Sangramento Apd6s Relacao Sexual 1 20

Fonte: O autor (2020).

6.3 Diagndéstico Molecular e Caracterizagdo das Mulheres Infectadas por HPV

Ap0Os a realizagao do controle interno obtido pela amplificagdo do gene da [3-
globina humana das 419 amostras vaginais provenientes da autocoleta das mulheres
ribeirinhas, realizou-se PCR convencional com os primers PGMY 09/11 para detecc¢ao
de HPV (Figura 15).
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Figura 15: Andlise da eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos da PCR convencional
obtidos com os iniciadores PGMY 09/11.

Fonte: O autor (2018).
Nota: C+ = controle positivo; Br = controle negativo; M = marcador de peso molecular de 100 pb; pb =
Pares de Base; A imagem evidencia um fragmento de 450 pb resultante da amplificacdo da da regido

L1 de vérios tipos de HPV na amostra 278 e C+.

A prevaléncia geral da infeccdo por HPV foi de 15,7% (66/419). Na Tabela 8
estdo distribuidos os dados socioeconémicos e comportamento sexual, destacando-
se as médias de idade de 32 anos (DP=12), a idade média da primeira relacdo sexual
foi de 15 anos (DP=2) e a média de idade da primeira gestacdo 17 (DP = 4).

Em relacdo ao estado civil, 75,8% das mulheres eram casadas, 48,5% nao
tinha ensino fundamental, 89,4% possuiam renda mensal de até 1 salario minimo.

Quanto as variaveis sobre o comportamento sexual 78,8% relataram 1 a 5
parceiros ao longo da vida, 58,1% nao utilizam preservativo com parceiro fixo, sendo
gue 6,1% néao tem parceiro fixo, mas sao detectaveis. 72,7% das mulheres nunca

tiveram aborto espontaneo.

Tabela 8: Distribuicdo segundo os dados relativos as variaveis socioecondmicas e de comportamento
sexual das mulheres ribeirinhas com amostras detectaveis e ndo detectaveis para HPV. Coari,
Amazonas, Brasil, 2018.

Papilomavirus Humano

Variaveis (n= 419) Positivo(n=66) Negativo(n=353)
fi % fi % Tot p
al
Idade 0,064*
Média + DP 32+12 35+12
Amplitude 18 - 63 18-70
Idade da 12 Relacdo Sexual 1,000*
Média = DP 15+2 15+3
Amplitude 10-19 9-29

Idade da 12 Gestacao (n=403) Positivo (n=64) Negativo(n=339) 1,000*



Média + DP
Amplitude
Estado Civil
Casada
Solteira/Viuva/Divorciada
Escolaridade
Nao escolarizada

Fund. Incompleto

Fund. Completo

Médio Completo

Renda Familiar

Até 1 SM

2 SM ou mais

N° de Parceiros ao longo da
vida

lab

6 ou mais

Uso de Preservativo com PF
(388)

Sim

Nao

Sem PF

N° de Abortos Esponténeos
Nenhum

1

2 ou mais

50
16

32

15
13

52
14

26
36
4

48
16

2

17+4
14-25

75,7
243

9,1
48,5

22,7
19,7

89,4
10,6

78,8
21,2

41,9
58,1
6,1

72,7
24,2
31

17 =5
13-32

305
48

24
173

78
78

310
43

296
57

100
226
27

255
77
21

86,4
13,5

6,8
49,0

22,1
22,1

87,8
12,2

83,9
16,1

30,7
69,3
7,6

72,2
21,8
6,0

355
64

30
205

93
91

369
50

348
71

126
262
31

303
93
15

63

0,087**

0,903**

0,717*

0,314**

0,082**

0,602**

DP = Desvio Padrédo; SM = Salario Minimo (R$ 954,00 em 2018); PF = Parceiro Fixo; PE = Parceiro
Eventual; *Teste t de Student; ** Teste do qui-quadrado de Pearson

Em regides mais proximas do centro urbano (Médio Solimdes, Lago de Coari e

Lago do Mamia) a prevaléncia da infeccdo por HPV foi de 14,7%, em regides mais

distantes (Rio Copea, Alto e Baixo Solimdes), a prevaléncia estimada foi de 16,8%

(tabela 9).

Tabela 9 - Mulheres com resultados HPV positivos moradoras de regifes proximas e distantes do
centro urbano. Coari, Amazonas, Brasil, 2018

Regido

Positivo (n=66)

Negativo (n=353)

f; % f. % OR® p ICP 95%

Regides Proximas (< 30 km) 08 066 0514

Médio Solimbes 9 13,6 69 19,5

Lago de Coari 6 91 45 12,8

Lago do Mamia 18 27,3 76 21,5

Total 33 190
Regides Distantes (> 30 Km)

Rio Copeé 17 25,8 95 26,9

Alto Solimbes 14 21,2 52 14,7

Baixo Solimbes 2 3,0 16 4,6

Total 33 163

fi = frequéncia absoluta simples 20dds Ratio;

Fonte: O autor (2020).

bIntervalo de Confianca
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Na tabela 10, estéo distribuidos os dados sobre as queixas clinicas recentes
em mulheres detectaveis para HPV, onde 80,3% das mulheres relataram alguma
queixa relacionada a saude intima, destacando-se corrimento (45,5%) , dor pélvica
(40,9%) e disuria (39,9%). 4,5% relataram verrugas.

Tabela 10 - Queixas clinicas recentes de mulheres com resultados detectaveis para HPV. Coari,
Amazonas, Brasil, 2018

Variaveis n =66
n %

Queixa Clinica

Sim 53 80,3

Nao 13 19,7
Sinais e Sintomas

Corrimento 30 455

Dor Pélvica 27 40,9

DisUria 26 39,4

Prurido 20 30,3

Dor apos relagao sexual 17 25,8

Verrugas 3 4.5

Ulceras Genitais 1 1,5

Sangramento Apds Relacdo Sexual 2 3,0

Fonte: O autor (2020)
6.4 Aceitabilidade do dispositivo de autocoleta COARI®

Observou-se que a autocoleta com o dispositivo Coari® foi aceita por 100%
(n=419) das mulheres entrevistadas, 87,4% (n=367) relataram n&o sentir incobmodo e
5,0% (n=21) relataram alguma dificuldade para a realizacao do procedimento.

Os detalhes estao descritos na tabela 11.

Tabela 11: Descri¢do da aceitacao do uso do dispositivo de autocoleta pelas mulheres ribeirinhas.
Coari, Amazonas, 2018

Variaveis n =419

n %
Conseguiu fazer a autocoleta?
SIM 419 100
NAO - -
Foi dificil?
SIM 21 5,0
NAO 398 94,8
Sentiu incébmodo?
SIM 52 12,4
NAO 367 87,4

Fonte: O autor (2020)
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Das entrevistadas, 14,3% (n=60) relataram nunca terem feito o exame
preventivo, relatando motivos como: Nao ter feitos os preparativos pré-exames (4,9%),
achar que nao precisa (11,5%), Nao ter tempo (18,0%), dificuldades de acesso
(23,0%) e medo ou vergonha (42,6%).

7 DISCUSSAO

Este é um estudo transversal, que avalia aspectos clinico-epidemiolégicos da
infeccdo por HPV e CT em mulheres moradoras de comunidades ribeirinhas na cidade
de Coari, regido do Médio Solimdes, Amazonas. Foram obtidas 419 amostras por
autocoleta vaginal com a escova Coari® (Kolplast® Ltda). Esse tipo de amostra
biolégica, associada a métodos de diagndstico molecular, possui potencial
significativo para a facilitacdo do rastreio de IST em populacdes que vivem distantes,
ou mesmo proximas da zona urbana, mas que precisam de uma logistica especial
para ter acesso aos servi¢os de saude.

Pesquisas anteriores realizadas na regido amazonica embasaram o presente
trabalho, destacando-se pesquisadores e ativistas no ambito da Saude da Mulher, que
ainda lutam pela garantia dos seus direitos estabelecidos pela OMS, principalmente,
0 direito a Saude e a protecao desta.

Nas ultimas décadas, o Brasil vem se desenvolvendo em relacéo a renda (“How
does the World Bank classify countries?" — World Bank Data Help Desk, 2020), e isso
pode ser evidenciado através de melhoras em indicadores socioecondmicos. Porém,
ao mesmo tempo, percebe-se aumento nos casos de IST de notificagcdo compulsoria,
talvez pela melhoria do processo de notificacdo (BRASIL,2020). Os estudos
epidemiologicos que trazem dados de prevaléncia e incidéncia de IST (notificaveis ou
nao), apesar de suas limita¢des regionais, tomados em conjunto fornecem um cenério
mais amplo e evidenciam muitas vezes deficiéncias nos programas de prevencao e
rastreio.

O Estado do Amazonas possui uma populacdo de 4.144.597 habitantes
(IBGE, 2019) distribuidos em 62 municipios compostos por zonas urbana e rural. Nas
zonas rurais do estado encontramos pequenas comunidades ribeirinhas vivendo em

situacdes de isolamento geografico, levando a dificuldade de acesso ndo apenas aos
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servicos de saude, como também aos servicos educacionais, profissionalizantes,
bancarios, comerciarios, dentre outros.

O municipio de Coari, onde concentrou-se a pesquisa, esta na regido central
do Amazonas, sendo o quinto maior municipio do estado com estimativa populacional
de 84.272 habitantes (IBGE,2019). Destaca-se pela exploracdo do petréleo e gas
natural que geram recursos convertidos em royaltes na arrecadacdo municipal. Além
disso, encontra-se o Instituto de Saude e Biotecnologia, campus da Universidade
Federal do Amazonas subsidiando e direcionando o desenvolvimento de pesquisas

cientificas na regido.

7.1 Caracterizacdo da Amostra

A partir de estudos regionais, é possivel observar similaridades no perfil das
mulheres estudadas. ROCHA et al., (2018) investigaram 299 mulheres ribeirinhas e
verificou-se a amplitude de idade entre 18 e mais de 61 anos com média de idade de
35,7 anos (DP * 12,8). 80% das mulheres eram agricultoras, predominando baixa
escolaridade (70%). A maioria (86,6%) tinham parceiro fixo e 47,2% relataram ter
algum sinal ou sintoma relacionado a saude sexual.

Na zona urbana da mesma regidao, ROCHA et al., (2013) encontraram uma alta
prevaléncia de infeccdo por HPV (29.1%) e 15 gendtipos, incluindo os de risco
carcinogénico em 361 mulheres usuarias de servicos de saude, sexualmente ativas,
de 18 a 78 anos (média de 36,4 anos; DP = 13,4).

No presente estudo, a faixa etaria varia entre 18-70 anos com média de 34,4
anos (DP = 12,1), 84, 5% sé&o agricultoras, com baixa escolaridade (48,9%), 84,7%
casadas ou com parceiro fixo, sobressaindo 74,7% com algum sinal ou sintoma

relacionado a saude sexual.

7.2 Infecgao por CT

Neste estudo, encontrou-se a prevaléncia da infeccdo por CT de 1,1%
(5/419), indice menor, quando comparado a outros estudos regionais como 0
realizado por Rocha et al., 2014 em mulheres sexualmente ativas acima de 18 anos,
gue encontraram a prevaléncia de 6,4%, AZEVEDO et al, 2019 em mulheres gravidas

encontraram a mesma prevaléncia (6,4%) e na zona rural ROCHA et al., 2018,
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encontraram, resultados mais proximos do presente estudo com a prevaléncia de
3,7% em mulheres ribeirinhas de Coari-AM utilizando PCR.

No Brasil, as notificagcbes de infeccdo por clamidia ndo sdo compulsorias
(PORTARIA N° 264, DE 17 DE FEVEREIRO DE 2020). Os dados disponiveis de
estudos regionais, embora de abrangéncia limitada, ajudam a dar uma ideia da
magnitude dessa infeccdo quando analisados em conjunto (ROCHA et al., 2018).

Estudos em cidades da regido norte, nordeste e sul com mulheres
sexualmente ativas estimam uma prevaléncia de infec¢ao por CT entre 1,3% a 52,8%,
observando-se indices mais elevados em grupos especificos como as gestantes
(AZEVEDO et al.,, 2019; DE LIMA FREITAS et al.,, 2011; GOMEZ et al., 2016;
MAGALHAES et al., 2015; REIS MACHADO et al., 2014; ROCHA et al., 2014, 2018)

A baixa prevaléncia encontrada neste estudo pode ser explicada pelo perfil
epidemioldgico e comportamental das participantes, visto que sua média de idade foi
de 34 anos (DP = 12,1), possuirem poucos parceiros ao longo da vida (83,1% afirmam
ter entre 1 a 5), no entanto, neste grupo de mulheres, foi observado o uso
inconsistente do preservativo (62,5% afirmaram nao utilizar), o que deve predispor a
uma maior taxa de infeccdo, hipotese evidenciada estatisticamente quanto as
mulheres infectadas por CT (p = 0,040). Os achados se aproximam ao estudo de
ROCHA et al., 2018 o qual média de idade foi de 35,7 anos (DP = 12,8), a maioria
também relatou ser casada ou viver em unido estavel com companheiro (86,6%) e
95,7% relataram ter tido um ou nenhum parceiro sexual nos ultimos 12 meses e ainda
84,6% nao utilizam preservativo.

A idade da primeira relacdo sexual variou entre 11 e 18 anos (média = 15;
DP = 3), 60% possui 0 ensino fundamental completo. 60% relataram ter entre 6 e 11
parceiros sexuais ao longo da vida (p = 0,0002), demonstrando que o comportamento
sexual influencia na infecgéo, além disso, houve achados estatisticamente validos em
relacdo a idade da primeira gestacdo (média = 17, p = 00009) e o fato de 60% das
mulheres possuirem unido estavel, ha relacdo significativa com a exposicdo ao
patogeno (p = 0,00052).

Das 5 mulheres infectadas, 3 (60%) relataram queixas clinicas como dor pélvica
(60%), dor apos relacéo sexual (60%), corrimento (40%), disuria (20%) e sangramento
apos relacéo sexual (20%). Tais queixas podem estar associadas CT, embora tais

sintomas também possam estar presentes em outras infec¢des ginecoldgicas. Duas
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delas (40%) eram completamente assintomaticas, mostrando também o carater
silencioso desta infeccdo. Até 70-75% das infeccdes por CT em mulheres séo
assintomaticas, isso permite que o microrganismo evite a deteccédo clinica e pode
ascender ao trato genital superior, eventualmente causando danos a longo prazo
(BEBEAR E BARBEYRAC, 2009; CONNELL E FERONE, 2016; PRICE et al., 2016).

7.3 Infeccéo por HPV

A prevaléncia geral da infec¢cao por HPV foi de 15,7% (66/419). Mulheres que
residem préximo ao centro urbano tiveram a prevaléncia de 14,7%, enquanto as que
moram distantes a infecgdo prevaleceu em 16,8% da amostra. Esses resultados se
assemelham a um estudo feito por Pinto, et al. (2011) na Amazbnia oriental (no
Municipio de Belém-PA) com duas amostras distintas, uma considerada como centro
urbano e outra na zona rural, através do exame preventivo tradicional associados a
métodos moleculares em que encontrou-se a prevaléncia geral de 14,2% de infeccao.

Rocha et al. (2013), utilizando metodologia similar ao estudo anterior,
encontrou a prevaléncia de 29,1% em moradoras da area urbana de Coari-AM. Torres
et al., (2018), utilizando autocoleta e PCR encontrou na regido rural do mesmo
municipio, a prevaléncia de 19,1%. Apesar dos métodos de coleta diferirem, os
autores concordam que é fundamental o desenvolvimento de estratégias de
prevencao e triagem mais efetivos devido a alta prevaléncia na regido amazonica. A
falta de acesso a informacédo e a métodos de prevencdo, por morarem em areas de
isolamento geogréfico é sugestivo para o aumento da prevaléncia de IST (MARINO,
2015).

Nas ultimas décadas, a literatura aponta os mecanismos de atuagdo do HPV
na carcinogénese no colo uterino, bem como os cofatores que orbitam e influenciam
a instalacdo do mesmo, como o tabagismo, infec¢cdes por outras IST e uso de
anticoncepcionais hormonais (RIBEIRO et al., 2015).

Pode-se considerar, além dos fatores biol6gicos e comportamentais, condi¢cdes
extrinsecas como a baixa cobertura da populacao alvo junto ao contraste do excesso
de triagem aquelas mulheres que necessitam comprovagcdo em programas sociais
causando filas nos servigos de saude (INCA, 2016;COSTA et al., 2015; DERCHAIN,
TEIXEIRA E ZEFERINO, 2016).
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A média de idade das mulheres detectaveis para HPV foi 32 (DP=12), com
idade da primeira relacdo sexual entre 10 e 19 anos (Média = 15; DP = 2) e 78,8%
tiveram um a cinco parceiros ao longo da vida. Um estudo transversal com 2.300
mulheres entre 15-65 anos encontrou maior prevaléncia de infec¢ao por HPV (27,1%)
em mulheres menores de 25 anos (RAMA et al., 2008), indicando a necessidade de
prevencao secundaria (deteccéo precoce) a essa populacdo, outra contraposicao aos
manuais brasileiros que indicam o rastreio a partir dos 25 anos. E importante salientar
que as medidas de prevencao primaria (vacina), iniciadas em 2013, ndo atingiram
mulheres com a idade média deste estudo. Além disso, estudos mostram que as
infeccbes cervicais ocorrem logo apos o inicio da vida sexual, enfatizando a sua na
importancia transmissdo, o risco de infeccdo também aumenta com cada novo
parceiro sexual (RIBEIRO et al, 2015; WIDDICE; MOSCICKI, 2008).

O matriménio, ou unido estavel, seria sugestivo de existéncia de maior
atividade sexual monogamica e duradoura, apresentando menor risco para infeccao
pelo HPV e outras IST. Um realizado por Pinto, Fuzzi e Quaresma, (2011), as
mulheres solteiras, separadas ou vilvas apresentaram maior risco para a infeccéo
pelo HPV (4,3%), corroborando com AYRES et al. (2017), onde a razdo de
prevaléncia foi de 2,26% para mulheres solteiras. No presente estudo, a maioria das
mulheres detectaveis sdo casadas (75,8%, p = 0.087), entendendo-se que, apesar
dos resultado estatisticamente nédo significativo, o estado civil pode n&o ser um fator
de protecdo quanto a infeccdo (NEGRAO et al., 2018). Nas mulheres infectadas do
presente estudo, prevaleceu uso inconsistente de preservativo com parceiro fixo
(58,1%).

Em relacdo a escolaridade, 48,5% possui apenas o ensino fundamental
completo, ndo sendo encontrada associacao significativa com infeccado por HPV (p=
0,903). Um estudo observacional transversal realizado no municipio de Jacunda - PA,
encontrou 49,8% das mulheres com até de 9 anos de estudo e ao analisar essa
variavel, foi possivel verificar relacdo direta entre escolaridade e o risco de infecgéo
viral. Houve associacao significativa (p= 0,0100) na faixa etaria entre 26 a 44 anos
com menos de nove anos de escolaridade, com maior risco para infeccédo pelo HPV,
quando comparadas com mulheres de escolaridade superior (NEGRAO et al., 2018).

Quanto as queixas clinicas das mulheres com resultados positivos para HPV,

80,3% relataram ter tido recentemente corrimento (45,5%), dor pélvica (40,9%),
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disuria (39,4%) e prurido (30,3%). Apenas 4,5% relatou algum sintoma tipico de HPV
como verruga. As infeccbes subclinicas (ndo visiveis ao olho nu) podem ser
encontradas nos mesmos locais e ndo apresentam nenhum sintoma ou sinal (INCA,
2016).

7.4 Utilizac&o da Autocoleta para deteccdo de HPV e CT

A autocoleta de amostras cérvico-vaginais, com associacdo de métodos
moleculares de deteccédo de IST tem sido estudada em varios paises porque é menos
invasiva, facilita a privacidade e conveniéncia, podendo ampliar o escopo dos
programas de triagem de popula¢gdes remotas de baixa renda (ARIAS et al., 2016;
KITHEKA, 2019; ZEHBE et al.,, 2011). No presente estudo, foram coletadas 420
amostras, excluindo-se uma, que relatou ndo conseguiu realizar a autocoleta. A
maioria nao relatou dificuldades (94,8%) e 87,4% nao sentiu incémodo.

No Canada, um estudo piloto realizado por ZEHBE et al., 2011, demonstrou
que independentemente da idade, nivel educacional e histéria prévia de testes de
exame preventivo anormais, a autocoleta e os testes para HPV foram bem recebidos
e a qualidade da amostra foi excelente. Um estudo prévio em Botswana, pais africano,
destaca a viabilidade e aceitabilidade da autocoleta para achados anormais
relacionados ao HPV (KITHEKA, 2019).

O diagndstico clinico da infeccdo por CT ainda € um desafio, pois a maioria das
infeccbes sdo assintomaticas e mesmo 0s casos sintomaticos podem nao ser
identificados devido a semelhanca dos sintomas com outras IST, por isso, 0
diagnoéstico laboratorial deve ser considerado, especialmente nos programas de
rastreio (CDC, 2015; HOCKING et al., 2013). A autocoleta de material vaginal € bem
aceita pelas mulheres e pela comunidade clinica para o rastreio de CT (PAPP et al.,
2014).

Apesar, da baixa deteccao nas amostras do presente estudo (5/419), a técnica
de PCR foi realizada utilizando os primers CT05/06 nos parametros otimizados por
AZEVEDO et al.,, 2019 e como controle interno o par de oligonucleotideos
PCO3/PCO4 para deteccdo e amplificacdo de um segmento do gene da beta globina
humana (SAIKI et al., 1985), garantindo a coleta do material genético o controle em

relacdo a presenca de inibidores na reacao de PCR (SAIKI et al., 1988).
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Podemos considerar que a baixa prevaléncia encontrada em nosso estudo
pode ser devido ao fato de as amostras autocoletadas ndo serem ricas em células
endocervicais, células para as quais CT possui alto tropismo e carga bacteriana
elevada, o que seria uma desvantagem deste método de coleta em relacdo a outros
tipos de amostras, entretanto, muitos estudos mostram que as amostras vaginais
autocoletadas séo tao sensiveis para o diagndéstico de C. trachomatis quanto a urina
e uma amostra endocervical coletada por profissionais ao usar técnicas de
amplificacdo de acido nucleico (LUNNY et al., 2015). De acordo com Rocha et al.
(2018) é importante realizar um estudo nacional maior, para que a prevaléncia dessa
infeccdo seja determinada com mais precisao.

A alta variacdo de gendétipos de HPV na regidao revelada por ROCHA et al.,
(2013), expbe a importancia de que modos alternativos de triagem que melhorem o
acesso também sejam testados. Um estudo na Dinamarca, utilizou o dispositivo
Evalyn Brush ® (TRANBERG et al., 2018), que utiliza os mesmos principios da escova
Coari ®, demonstrou estabilidade na conservacdo do material bioldgico coletado, boa
concordancia com os resultados em relacéo a amostra coletada por profissional e boa
aceitacado pelas mulheres.

Um achado importante no presente estudo € o relato de medo ou vergonha por
42,6%, como motivo para nunca ter realizado do exame preventivo, indicando a
necessidade de campanhas informativas mais eficazes as ribeirinhas.

A autocoleta tem sido considerada uma boa ferramenta para a obtencao da
amostra, além disso, esse método pode ter muitas vantagens, pois ndo requer
deslocamento da paciente, refrigeracdo para transporte das amostras para o
laboratorio e necessidade de exame ginecoldgico com profissional nesse momento do

processo de deteccéo e rastreio.
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8 CONCLUSAO

Diante dos objetivos propostos e dos resultados alcancados, podemos concluir que:

e Mediante a pesquisa de DNA do Papilomavirus Humano e Chlamydia
trachomatis em amostras autocoletadas por moradoras de areas rurais do
Municipio de Coari-AM detectou-se a prevaléncia de 15,7% (66/419) e 1,1%
(5/419) respectivamente.

e Em regides mais proximas do centro urbano (Médio Solimdes, Lago de Coari e
Lago do Mamia) a prevaléncia da infec¢@o por HPV foi de 14,7%, em regides
mais distantes (Rio Copead, Alto e Baixo Solimdes), a prevaléncia estimada foi
de 16,8% (OR =0,8; IC = 0,5-1,4).

e Encontrou-se resultados estatisticamente significativos relacionando infec¢éo
por CT com ldade da primeira gestacédo (p = 0,0009); Estado Civil (p = 0,0052),
namero de parceiros ao longo da vida (p=0,0002) e o uso de preservativos
(p=0,040).

e A comparacdo da prevaléncia de CT com outros estudos publicados é
dificultada pela grande divergéncia entre as populacdes estudadas, os métodos
de deteccédo e a amostra clinica utilizada.

e A autocoleta com o dispositivo Coari® foi aceita por 100% (n=419) das
mulheres entrevistadas, 87,4% (n=367) relataram n&o sentir incOmodo e 5,0%
(n=21) relataram alguma dificuldade para a realizagéo do procedimento.

e A autocoleta cérvico-vaginal aliada ao método molecular (PCR) mostrou-se
uma ferramenta util para o rastreamento de IST: houve boa aceitabilidade e em
todas as amostras foram encontradas DNA gendmico humano como garantia
gue a coleta foi realizada de maneira satisfatoria para os testes laboratoriais.

e O presente trabalho contribuiu para o conhecimento da situagcéo
epidemiologica gerando base para a implementacdo de estratégias de
rastreamento dos patdgenos estudados e pode se ampliar para outras IST em

futuros estudos.
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APENDICES

Apéndice 1: Questionario padréo

Diagnostico de Infecc8es Sexualmente Transmissiveis em Mulheres

Ribeirinhas — A autocoleta como Estratégia Acessivel a Todas Ficha n

Ficha de identificacao

Entrevistador:

Data:

1. Data de nascimento: / / 2. Idade:

3. Comunidade:

4. Escolaridade: 1. Nao escolarizada ( ) 2. Fundamental incompleto ( ) 3. Fundamental completo ( )
4. Médio Completo () 5. Superior completo ()
5. Trabalha? 1.Sim( ) 2.Nao( )

Se sim, qual a ocupagao?

Renda familiar:

8. Estado conjugal: 1. Casada/unido estavel () 2. Solteira ( ) 3. Viuva/Divorciada/Separada ()
9. Parceria sexual atualmente: 1. Sem parceiro ( ) 2. Somente 1 parceiro fixo ()

3. Mais de 1 parceiro fixo ( ) 4. Somente parceiros eventuais () 5. Parceiro fixo + eventuais ( )

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

Por que?

12. Usa preservativo sempre com parceiros eventuais? 1. Sim( ) 2.Nao( ) 3. N&o tenho parceiro eventuais ()

Por que?

13. Idade da primeira relagao sexual.

14. Numero de gestagoes

15. Idade da primeira gestacao

16. Niumero de abortos espontaneos

17. Numero de parceiros ao longo da vida

18. Apresentando queixas clinicas? 1.Nao( ) 2. Corrimento () 3.Prurido( ) 4. Verrugas genitiais ()
5. Ulceras genitais () 6.Doraourinar () 7.Dorpélvica( ) 8.Dor apos relagdo sexual ()

9. Sangramento apds relagdo sexual () 10.Outra ()
19. Ja teve alguma DST? 1. Sim ( ) 2.Naéo ( ) 3. Nunca fez exame de DST ( )

20. Se sim, qual?

21. Ja fez preventivo de cancer de colo de utero? 1. Sim( ) 2.Néo( )
22. Se sim, quando realizou seu ultimo preventivo? 1. Menosde 1ano( ) 2.Entre1e2anos( )
3.Entre2e3anos( ) 4.Entre3ed4anos( )5 Entred4e5anos( ) 6.Maisde5anos( )
23. Se nao, por que? 1. Temmedo ( ) 2. Tem vergonha () 3. Nunca ouvi falar

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

Depois da coleta

24. Conseguiu fazer a autocoleta? 1. Sim ( ) 2.Nao ( )
25. Foi dificil? 1. Sim () 2.N&o( )
26. Doeu? 1.Sim () 2.Nao( )
27. Prefere essa ou a coleta do profissional? 1. Autocoleta ( ) 2. Coleta com profissional ( )

28. Se prefere a autocoleta, por que?

29. Se prefere com profissional, por que?
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Apéndice 2: Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

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

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Convidamos a Senhora para participar da Pesquisa " Diagndstico de InfecgOes Sexualmente Transmissiveis em
Mulheres Ribeirinhas —a Autocoleta como Estratégia Acessivel a Todas”, sob a responsabilidade da pesquisadora
Dra. Danielle Albuquerque Pires Rocha, a qual pretende identificar algumas infec¢bes sexualmente
transmissiveis em mulheres ribeirinhas no Estado do Amazonas. Sua participagdo é voluntaria e se dara
respondendo a um questiondrio (que sera aplicado por um dos participantes da equipe da pesquisa) e
coletando com um delicado swab vaginal uma amostra de células vaginais e do colo de Utero. O material coletado
serd utilizado unicamente para os objetivos dessa pesquisa. Necessito de sua autorizagdo para coletar, guardar
e usar este material para pesquisas futuras dentre desta mesma linha de estudo (segundo consta na resolugdo
411/11 do Conselho Nacional de Saude). Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do
pesquisador por um periodo de no minimo cinco anos, apos isso serdo destruidos ou mantidos na instituicdo.
Caso o material coletado ndo se encontre em condi¢Ges de armazenagem, necessito de sua autorizagdo para o
descarte dos mesmos. A senhora sera informada quanto a perdas ou destruicdo de suas amostras bioldgicas. Os
riscos decorrentes de sua participagdo na pesquisa sdo minimos sendo apenas pequeno incOmodo no momento
da coleta do material. Se depois de consentir sua participa¢cdo a senhora desistir de continuar participando,
tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, bem como retirar
o consentimento de guarda e utilizagdo de sua amostra bioldgica independente do motivo e sem nenhum
prejuizo a sua pessoa, nem do seu tratamento ou atendimento no servico de saude. A Sra. ndo terd nenhuma
despesa e também ndo recebera nenhuma remuneragdo. Os resultados da pesquisa serdo analisados e
publicados em artigos cientificos, mas sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Para
qualquer acesso aos resultados da pesquisa ou outra informagcdo, a Sra poderd entrar em contato com os
pesquisadores no endereco Estrada Coari Mamia, 305, Bairro Espirito Santo, Coari, Amazonas, e pelo telefone
35612363.

Consentimento Pds—Informacdo

Eu, , fuiinformada sobre o que os pesquisador es
pretendem realizar e porque precisam da minha colaboragao, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em
participar do projeto. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

*Havera necessidade de novo consentimento para uma nova pesquisa com o material armazenado ( )

*Dispenso o novo consentimento a cada pesquisa ( )

ASSINATURA DA PARTICIPANTE — PACIENTE IMPRESSAO DIGITAL
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Awallagdo doc Ricont & Benafisdoc:

Eo gues tanges aos risoos redabves: A ::El:ul;ﬁ-nd-u pEsquisa, & pEsgulssdors esclarece que o resmos e=stlo
rElaclonados com posshesis consirangmenios gue & mulher possa sandr 30 oar abondsds pela equips, pols

o A Lho |In'|'|:|:p!-=5 seyuamenis mEnsmisshels), & delcado nomn ambkemni= familar. PFama minlmizr =she

Fisco, a equips & compromisls 3 reakzar 3 enirevists de maneina mals eservads possivel, buscando foial
privackdsd=, de= forrrs & gamantr o complebn sigilo das I'r'-:rrnup!-c-s cokiadas = dos resuimdos dos =S
obtidos. Culre posshvel nsco & & posshilldads da autoooiats provocar aigum Hpo de eolo s Facosa
vaginal da paricipanis. Fara minkrizar sste risoo, as mulFeres serfo previamenbe Instuldas com o auxilo
de um folder (esie serd confeccionado pela equips ou serd wllEado o folder da propria

smpress fabricani= do dispositv de aunookess — saab -, como & maks oomumenis ullrsdo ). EsclamnsoEmos

adcionalmenie gue esie po de coleia (auinoolesta afmyvds de =wab vaginal) & amplament= ullirada mos
eshados de pesguisa =m oo 0 mundo, semdo corsidersds um médo seguro, senshael, prvticn = de boa
aceitagio pelas muheres. Caberd por parte do pesguisador indenizacio = coberiura material de qualguer
dano Causado pels realiracio dests pesgulss &0 paficipanis da

mesma. Caberd @mibsd 0 FEssarcimenio de qualgeesr despesa gus tenha o *=ks pelo parbcipanbs por
ot da eyecucio da pesgquisa — por erempics estadla, Fansporse, almentacla, procedimenio medioo,
remédio, dentne outros — [@RSo para a participani= quanio para seu scompanhanis.

Duanko a0s bEneficlos, & mulher poderd saber s= & portsdora de algama 13T, mesmo =siamdo
assintomatica, = poderd ser sncaminhada para Imediato fratamento.

Mnu-rﬂ:rl-u-:u:‘.mldu-mgﬂﬂ Golne & Pecgulca:
D= mcordo coim a pesquisadors, rafa-oe de um eshido ansersal proseecivo a s=r realEado com muberes

mrsdorss de comunidasdes riberinFes no monkcipls de Coand, Amarmnss. Fara o cilculo da gt

considemne-se 8 prevaléncia de £2% de OET &m geral com margem de sro de 5% = conflanga de 55%,
P shdo obfdo um T de 3085, Dessa forra, serdo coletadss amostas de 200 muberss. A comunidades

serfo escolhidas por converidmcla logistica, garantndo, no entanio, gue 58 sejam Inchulkdas aqueias ogjo
acess0 seja unicamenée por wia fluvial. Como criféros de Inclusbo s=rio a parficipacio de Fafieres

e ualmente athvas, achma d= 18 amos =, como excusio, gestanies; sdolescentes abaEe de 18 anos;
raFeres gues se aubsdecEarem virgens; mulheres que estejam no periodo mensinsl; molFes g

eshram farendo uso de medicamentos por via vaginal nos oEmos T odias.
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Serd usydy 3 abordapem “de cass em oasa" pars recutsmenio das mulberes. Inldalimente das s=rio
convidadas a participar deste ssfudo & se sosifarem & se se snguadrarem nos oftéros de
inchusdcdercisio, responderfio a um questonario-padrdo, onde serlo registiadas informaghies pessoals,

clinicas & comporamentss, alkm de opinides reativas 4 aceEaclo a0 no da auboccieta. Receberio
Esmb&Em :!pllmp!-es- relattvas @ projebs de pasguisa =em sua iotalldade = assinarSo um TCLE.

#5 muihenes receberko nstnugles redabvas & sutocolets vaginal com auxiio de ure Carisls de mapens. A
segur, Irdko realzar a colefa =m um amblenis privasdo (guaris ou banhero). Pam a aviocolets serfo
wizados swabs vagnals aproprisdos pam aufocol=ta. Apds reallzanem a aufoooi=ta, responderdo s
prpunias do questionaric relattvas a atzl'lal;!n deske Instrumenio de ooleta.

s sambs s=rio colocados em saquinkos apoprizdos = idenificados, s=ndo arrarenados & iEmperatun
ambiente. Serko entlo ransportados para o Laborsitnic d= Bclogla Molecular = Sendtica do Instiuio de

Sabde & Blotecmologls (IEB) da UFAM =m Coarl. Mo Laborattrio de Blologla Moleodar & Gemtflca do
rstituin de Salde = Bloiecroiogla (E38) sard reallzads a eviracio do DNA das amositas oom o Mini-=IE da

Qiagen (QUAGEN, ALEMANHA), ssguindo &s Instuples do tabricani=. A segulr, serd realada uma FCR
rritipler para DKA gendmico humano & para detecplo do DA de HPY. A fnalidade de deiectar o DM

perdmicn humano & para verficapho da eficida da eviragdo do DA, sendo pam S50 ulizado um par de
primers. Fara defecclo do HPY serSip wtllzsdos outro pool de primers gue ampificam um fragrento em
wa detarminada reglio viml.

s produles de PCR serSo analssdcs por slemdores: & gal de agamse 3 1,5%, orsdos com omehs de
peefides = visualzados sobre Uz uiraviclets =moum Translumirssdor,

s dedos serlo tabulsdos = anallsados com o aurllo dos programas Epliefs 353, pars Windows. O3

resuitsdos serdo apresentados por malo de fabelas = graficos, sendo que na andllze das varkdvels
guaritathias, guardo os dados apresenavam dstibuclo nomal, ser caiculads & méda = o desvic-padrio

{DP) = na nyeipko da hipties: de norraildade, o beste rdo paramdéirico de Mann-whitney. Na andils: das
wandvels cabsgdricas, serko calculadas as fequdnclas absobiss simpiss = nelabvas = =m alguns caxsos o
imiervalo d= Conflanga ac nivel de 95%. Ma andlise dof dados catepiricos serd calculado o feshe do
gquiguadrado de Pearson, Bamdo gue ra mpcsshilidsds da IHF:HI;EI:I o Eesi= de Pearson serd aplcado o
feshe

Ao de Flsier. O nive de significinca firado na H:III.'.!-;!I:I dios ieshes & o= 5%,
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Anexo 2: Protocolo de extracdo de DNA
Protocolo ReliaPrep — Extracdo de DNA (com modificacdes)
- Preparo das amostras cervicais — Autocoleta
Cortar as cerdas da escova de autocoleta com uma lamina bisturi dentro de um microtubo de 1,5ml.
Adicionar 1ml de 4gua destilada no microtubo e agitar no vértex por 10 segundos.
Centrifugar por 5min a 9.650 rpm (10.000 x g.).
Descartar o sobrenadante e as cerdas.

Adicionar 200 pL de agua destilada no microtubo contendo o concentrado de células (pellet) e agitar
no vortex para tentar dissolver ao maximo o pellet.

A amostra segue o protocolo de extracao.

- Extrac8o de DNA
1. Adicionar 15 pL de solucéo de proteinase K (PK) na amostra e misturar brevemente.

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

3. Incubar a 56 °C durante 15 minutos no termobloco.
4. Enquanto a amostra esta incubando, coloque a coluna de ligacdo ReliaPrep no tubo coletor vazio.

5. Apés a incubacao, adicionar 250 pL de tampéao de ligacdo (BBA), fechar o microtubo e misturar por
10 segundos no vértex — este passo no vértex € essencial para obter bons rendimentos.

6. Transferir o conteddo do tubo de centrifugacao para a coluna de ligagcao ReliaPrep. Tampar e colocar
na microcentrifuga.

7. Centrifugar por 1 minuto a 11.500 rpm (14.000 x.g). Verifique a coluna de ligacéo para se certificar
de que o lisado passou completamente pela membrana. Se o lisado ainda estiver visivel no topo da
membrana, centrifugue a coluna por mais 1 minuto.

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

8. Remover o coletor e descartar o residuo contaminado.

9. Adicionar 500 L de solucéo de lavagem de coluna (CWD) a coluna de centrifugue por 3 minutos a
11.500 rpm (14.000 x.g). Descarte o residuo.

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

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

12. Colocar a coluna em novo tubo coletor.

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

14. Descartar a coluna de ligacdo ReliaPrep.

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



