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RESUMO

Trata-se de um Trabalho de Curso (TC) realizado como requisito parcial para obtencdo de grau
de Bacharel em Medicina da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Passo
Fundo - RS. O presente Trabalho de Curso foi estruturado de acordo com o Manual de
Trabalhos Académicos da UFFS e esta em conformidade com o Regulamento do TC do curso
de graduacdo de Medicina. Este trabalho é intitulado “PREVALENCIA DE CHLAMYDIA
TRACHOMATIS EM MULHERES ATENDIDAS PELO SISTEMA UNICO DE SAUDE
(SUS)” e foi desenvolvido pela académica Maria Eduarda Lémes Mora sob orientagdo da Prof.?
Dr.2 Jossimara Polettini e coorientacdo da Prof.2 Dr.2 Caroline Rizzi e da Prof® Ms? Daniela
Augustin Silveira. Esse volume é composto por trés partes, sendo a primeira, o projeto de
pesquisa, desenvolvido no componente curricular (CCR) de Trabalho de Curso I, no primeiro
semestre letivo de 2020. A segunda parte, desenvolvida durante o segundo semestre letivo de
2020, inclui um relatério descritivo das atividades realizadas, abrangendo a coleta de dados
através de aplicacdo de questionarios e processamento de amostras de contetdo vaginal e
cervical de pacientes atendidas no ambulatério de ginecologia da UFFS, no municipio de Passo
Fundo/RS. A terceira parte inclui um artigo cientifico com a compilagéo dos resultados obtidos,
atividade realizada no CCR Trabalho de Curso 111, no primeiro semestre letivo de 2021. Com
o0 presente estudo foi possivel determinar a prevaléncia de alteraces nos exames de microbiota
vaginal em pacientes do municipio de Passo Fundo/ RS, no periodo de novembro de 2020 a
julho de 2021. Pode-se ainda avaliar o grupo etario mais acometido pelas alteragdes, e estudar
a prevaléncia da Chlamydia trachomatis juntamente com os fatores sociodemograficos,

ginecolodgicos e comportamentais associados a presenca da bacteéria.

Palavras-chave:  Chlamydia trachomatis. Epidemiologia. Infeccbes  Sexualmente
Transmissiveis. Saude da Mulher



ABSTRACT

This is a Final Term Paper carried out to as a partial requirement to obtain a Bachelor of
Medicine degree from the Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus de Passo Fundo, RS.
This Final Term Paper was structured in accordance to the Academic Works Manual of the
Universidade Federal da Fronteira Sul and is in compliance with the TC regulation of the
undergraduate medical course. This work is entitled “PREVALENCE OF CHLAMYDIA
TRACHOMATIS IN WOMEN ATTENDED BY THE BRAZIL'S UNIFIED PUBLIC
HEALTH SYSTEM (SUS)” and was developed by the academic Maria Eduarda Lémes Mora
under the supervisor of Prof.2 Dr.2 Jossimara Polettini and co-supervision by Prof.2 Dr.2 Caroline
Rizzi and Profé. Ms? Daniela Augustin Silveira. This volume consists of three parts, the first
being the research project, developed in the curricular component (CCR) of Course Work |
(TCI), in the first academic semester of 2020. The second part, developed during the second
academic semester of 2020, includes a descriptive report of the activities carried out, including
data collection through the aplication of questionnaires and processing of samples of vaginal
and cervical content from patients seen at the gynecology outpatient clinic of UFFS, in the city
of Passo Fundo / RS. The third part includes a scientific article with the compilation of results
obtained, na activity carried out in CCR Trabalho de Curso Ill, in the first academic semester
of 2021. With the present study it was possible to determine the prevalence of changes in
vaginal microbita exams in patients from Passo Fundo / RS, from November of 2020 to July of
2021. One can also assess the age group most affected by the changes, and study the prevalence
of Chlamydia trachomatis together with the sociodemographic, gynecologics and behavioral

factors associated with the presence of the bacterium.

Keywords: Chlamydia trachomatis. Epidemiology. Sexually Transmitted Infections. Women’s
Health.
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1 INTRODUCAO

Em todo o mundo, cerca de 1 milhdo de infecgcdes sexualmente transmissiveis
(IST) ocorrem todos os dias e mais de 30 bactérias, virus ou parasitas tém sido
identificados como transmissiveis sexualmente. Dentre esses, as infec¢bes causadas pelo
papilomavirus humano (HPV) e pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), ainda sdo
incuraveis, mas algumas IST como clamidia, gonorreia, sifilis e tricomoniase possuem
cura. A Chlamydia trachomatis € a principal causa de IST bacteriana globalmente, sendo
uma doenca frequentemente assintomatica em 70% a 80% dos casos, e que pode causar
danos reprodutivos e infertilidade em muitas das 50 milhdes de mulheres que a adquirem
acadaano. (WHO, 2018; MALHOTRA, 2013; TORTORA, BERDELL; FUNKE, 2017).

Segundo O’Connel e Ferrone (2016), a C. trachomatis é um patdgeno intracelular
obrigatdrio identificado morfologicamente como gram-negativa, a qual possui um ciclo
de desenvolvimento Unico entre 0os micro-organismos, sendo transmitida como corpo
elementar, que adere e é fagocitado por uma célula hospedeira, infectando células
oculares, genitais e respiratdrias. Com base na variacdo antigénica da principal proteina
da membrana externa (MOMP) da bactéria, 15 sorotipos de C. trachomatis ja foram
identificados. Os sorotipos de A-C estdo associados ao tracoma, os de D-K sdo ligados as
infeccbes urogenitais e 0s de L1-L3 representam cepas que causam linfogranuloma
invasivo venéreo (LGV). Os sorotipos de clamidia possuem tropismo especifico para
epitélios e mucosa. A infeccdo por C. trachomatis manifesta-se principalmente como
uretrite em homens e endocervicite em mulheres.

Globalmente, a infecgdo é mais prevalente em mulheres jovens e homens (14-25
anos), sendo que a World Health Organization (WHO) estimou em 2012 uma prevaléncia
global de clamidia em 4,2% entre as mulheres de 15 a 49 anos. Os casos geralmente sdo
assintomaticos ou quando possuem sintomas presentes, estes sdo brandos. No entanto,
algumas consequéncias clinicas significativas podem decorrer dessa infeccao,
principalmente nas infecgdes cronicas. Em muitas mulheres a infecgdo por clamidia pode
levar a doenca inflamatoria pélvica (DIP), resultando em sequelas reprodutivas, como
gravidez ectdpica, infertilidade e dor pélvica cronica. (O'CONNELL; FERONE, 2016;
NEWMAN et al. 2015).

As células e mediadores imunes da resposta inata atuam na patogénese da doenca.

Além disso, faz-se uma resposta adaptativa com anticorpos e células T CD4+, contudo

11
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estas sdo ineficientes, levando a cronificacdo da infec¢do. A falta de sintomas agudos
contribui para a alta prevaléncia da bactéria, sendo que, a quantificagdo da prevaléncia e
incidéncia de infecgdes sexualmente transmissiveis é importante para planejar
intervencdes e recursos. (NEWMAN, 2015; DARVILLE 2013).

Conforme descrito por Darville (2013), o diagndstico e o tratamento precoces sao
essenciais para evitar a progressao da doenca. A cultura de células € considerada o padréo-
ouro para o diagnostico, mas é uma técnica muito cara e dificil de ser realizada. Assim,
0s métodos de diagndstico molecular que sdo altamente sensiveis e especificos, tornaram-
se as tecnicas mais avancadas e utilizadas no diagndstico da doenca.

Os antibidticos sdo eficazes no combate as infecgdes por clamidia, sendo que a
recomendagédo atual do Center for Diasease Control and Prevention (CDC) para o
tratamento € doxiciclina por 7 dias ou azitromicina em dose Unica. No entanto, a
prevencdo com 0 uso de preservativos € sobremaneira importante. (O"CONNELL,;
FERONE, 2016; BRASIL, 2015).

Seguindo o contexto acima, logo, o presente estudo tem como objetivo principal
descrever e analisar a prevaléncia dessa infeccdo, a qual é crescente e ainda gera
consequéncias prejudiciais a muitas mulheres em todo 0 mundo, necessitando de rastreio
e diagnostico rapidos e eficazes. De forma adicional, descrever as caracteristicas
ginecoldgicas, sociodemogréaficas e comportamentais das mulheres atendidas no
ambulatorio de Ginecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS). Ainda,
detectar a positividade de DNA clamidiano nas amostras por meio da Rea¢do em Cadeia

da Polimerase (PCR) e, assim, ofertar um diagnostico preciso as pacientes.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 PROJETO DE PESQUISA
2.1.1 Resumo
As infecgdes do trato genital inferior estdo associadas a comorbidades da vida
reprodutiva e salde genital da mulher, incluindo infertilidade, doenca inflamatoria
pélvica, vulvovaginites e cervicites. Assim, evidencia-se a importancia da deteccdo de
infeccdes, bem como a implantagéo de um tratamento adequado. Dessa forma, o objetivo
do presente projeto é determinar a prevaléncia de infec¢do por Chlamydia trachomatis e
avaliar sua relacdo com fatores sociodemograficos, ginecoldgicos e comportamentais em
mulheres atendidas pelo Sistema Unico de Satde (SUS). Trata-se de estudo quantitativo,

transversal, descritivo e analitico com amostra ndo probabilistica, composta por



13

conveniéncia, a qual serd formada por pacientes atendidas no ambulatério de ginecologia
da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Passo Fundo, submetidas ao
exame citologico Papanicolau (estimativa de 300 pacientes). O estudo sera realizado no
periodo de novembro de 2020 a julho de 2021. Serdo incluidas no estudo mulheres com
idade igual ou superior a 18 anos até 64 anos, ndo gestantes, atendidas no ambulatorio
para realizagdo de exame de citologia cérvico-vaginal de rotina e/ou que buscam
atendimento por leucorreia/prurido/queixas menstruais que séo submetidas ao exame
especular. Todas as mulheres envolvidas no estudo serdo previamente informadas quanto
a finalidade da pesquisa, assinardo o termo de consentimento livre e esclarecido e
responderdo a questionario estruturado para o presente projeto. Durante a consulta
ginecoldgica, amostras do colo uterino serdo coletadas pelo método de citologia em meio
liqguido e submetidos a coloracdo de Papanicolau para determinacdo das lesbes
precursoras do cancer do colo uterino. As células remanescentes no meio liquido serdo
submetidas a extracdo de DNA total utilizando-se reagentes comerciais. A presenca de C.
trachomatis seré avaliada pelo método molecular de RT-PCR, utilizando-se iniciadores
especificos para deteccdo do DNA bacteriano. Os dados serdo avaliados de acordo com
o0s resultados dos testes ginecoldgicos encontrados, a analise estatistica sera realizada de
acordo com os pressupostos determinados pelos resultados e o nivel de significancia
adotado sera de 5%. O estudo atendera aos principios éticos, tendo aprovacdo do Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFFS. As participantes da pesquisa serdo
submetidas a aplicacdo de um questionario sociodemografico, comportamental e de satde
para a coleta de dados, antes de passar pela consulta. As amostras serdo coletadas
diretamente das pacientes durante o exame ginecoldgico. Dessa forma, o estudo permitira
um levantamento de informacdes que proporcionard planejar e executar medidas de
promocdo e prevencdo de saude, considerando a positividade da populacdo para os

patdgenos estudados.

2.1.2 Tema
Chlamydia trachomatis em mulheres atendidas pelo Sistema Unico de Salde
(SUS).

2.1.3 Problema
Qual a prevaléncia de Chlamydia trachomatis detectada por Reagdo em Cadeia da

Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) em mulheres que consultam no ambulatério de
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ginecologia e obstetricia da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Passo Fundo,
RS?

Quais as caracteristicas sociodemograficas e comportamentais dessas mulheres?

Quais os fatores sociodemograficos e comportamentais que podem ser associados
a infeccdo por Chlamydia trachomatis?

A infeccdo por Chlamydia trachomatis tem relacdo com alguma outra infecgéo
nessas mulheres? Qual a coinfec¢do mais frequente?

A maioria das mulheres com infeccdo por Chlamydia trachomatis é sintomatica
ou assintomatica?

A dificuldade de engravidar, uma das consequéncias da infec¢do por Chlamydia

trachomatis, esta presente nas mulheres assintomaticas? Qual a frequéncia?

2.1.4 Hipoteses

A prevaléncia de Chlamydia trachomatis varia entre 2 a 30%, de acordo com a
populagéo estudada.

A maior parte das mulheres possui idade entre 25 e 35 anos, a maioria € branca,
sabe ler e escrever, teve até 9 anos de estudo, ndo tem companheiro, exerce atividade
remunerada, possui renda familiar mensal de até 3 salarios minimos, estdo em periodo
sexualmente ativo, possuem multiplos parceiros, ndo tém o habito de usar camisinha e a
maioria faz contracepcao.

Os fatores sociodemograficos associados a infeccdo por Chlamydia trachomatis
sdo a idade, a raca/cor, se sabe ler e escrever e quantos anos de estudo possui, se tem ou
ndo companheiro e a renda familiar. J& os fatores comportamentais associados a infeccao
por Chlamydia trachomatis sdo atividade sexual, se fuma ou nédo, habito de ndo usar
camisinha, contracepcdo e se ja teve alguma infec¢do por Chlamydia trachomatis.

A infeccdo clamidiana tem relagdo com outras infecgdes ou alteracdes de
microbiota vaginal, sendo a infeccdo pelo Papiloma Virus Humano (HPV) a mais
frequente.

A maioria das mulheres com infeccdo por Chlamydia trachomatis sdo
assintomaticas.

A dificuldade de engravidar é evidenciada em mulheres com infeccdo clamidiana,
tendo baixa frequéncia.
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2.1.5 OBJETIVOS

2.1.5.1 Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia de Chlamydia trachomatis por Reacdo em Cadeia da

Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) em mulheres atendidas pelo Sistema Unico
de Saude (SUS).

2.1.5.2 Objetivos Especificos

Descrever as caracteristicas sociodemograficas e comportamentais das mulheres
atendidas pelo Sistema Unico de Satde (SUS).

Analisar e descrever os fatores sociodemogréaficos e comportamentais associados
a infecgdo por Chlamydia trachomatis.

Relacionar as possiveis coinfeccdes apresentadas por mulheres com a infeccao por
clamidia e determinar qual a mais prevalente.

Verificar qual a porcentagem de mulheres sintométicas e assintométicas com
infeccdo por Chlamydia trachomatis.

Determinar qual a porcentagem de mulheres que autorreferem dificuldade para

engravidar que apresentam infeccao por Chlamydia trachomatis.

2.1.6 JUSTIFICATIVA

O estudo da Chlamydia trachomatis é essencial devido as diversas manifestacdes
clinicas da doenca, a alta prevaléncia, sua capacidade de infeccdo (ambos 0s géneros e
varias faixas etarias), seus mecanismos de evasdo do sistema imune e suas sequelas.
(MORENO et al., 2015).

Além disso, os estudos sobre a prevaléncia de C. trachomatis no Brasil possuem
discrepancia entre os resultados e ainda sdo escassos. Nao existe uma pesquisa sobre a
prevaléncia da bactéria na cidade de Passo Fundo e regido, o que mostra a importancia
dos futuros resultados no sentido de promocdo de saude as mulheres que utilizam o
Sistema Unico de Salide (SUS). Da mesma maneira, esse estudo justifica-se ao beneficiar
as usuarias do sistema, no que diz respeito a diagnosticar a infecgdo, quando
assintomatica, oferecer tratamento e rastrear as mulheres que possuem dificuldade para
engravidar, uma vez que tal rastreio néo é realizado na rotina do SUS. Adicionalmente,
relacionard as caracteristicas sociodemogréaficas e comportamentais dessas mulheres, o

gue poderéa auxiliar nas futuras politicas de satde publica a serem adotadas para diminuir
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a transmissao desse patdgeno, evitando, assim, possiveis sequelas e maiores gastos de

satde puablica com o tratamento dessa infeccéo.

2.1.7 REFERENCIAL TEORICO

Infeccdes sexualmente transmissiveis (IST)

O termo infeccbes sexualmente transmissiveis (IST) refere-se a um conjunto
diverso de sindromes clinicas e infeccdes causadas por patdgenos que podem ser
adquiridos e transmitidos através da atividade sexual. As IST estdo entre os problemas de
salde publica mais comuns em todo o mundo, sendo uma das principais causas de
doencas agudas, infertilidade, incapacidade a longo prazo e morte. Além disso, mais de 1
milhdo de IST sdo adquiridas todos os dias em escala global. (CDC, 2015; WHO, 2019;
MORENO et al, 2015).

As IST séo causadas por mais de 30 agentes etioldgicos (virus, bactérias, fungos
e protozoarios), que podem ser transmitidos de uma pessoa a outra por contato sexual e,
ocasionalmente, por via sanguinea. A transmissdo ainda pode acontecer, via vertical, da
mée para a crianca durante a gestacdo, durante o parto ou pela amamentacdo. Além do
mais, as IST causam condigdes urogenitais agudas, como cervicite, uretrite, vaginite e
ulceracdo genital, sendo que alguns agentes etiol6gicos também infectam o reto e a
faringe. A clamidia, por exemplo, pode causar complicacdes sérias a curto e longo prazo,
incluindo lesbes pélvicas, doenca inflamatdria, gravidez ectopica, infertilidade, doenca
cronica, dor pélvica e artrite. Dentre as IST, algumas possuem altas taxas de incidéncia e
prevaléncia, apresentam complicacdes mais graves em mulheres, e estdo implicadas no
aumento do risco de aquisicdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). (BRASIL,
2015; PIAZZETTA, 2011).

Um fator relevante nesse contexto é que a maioria das pessoas infectadas por uma
IST € assintomatica. Isso faz com que as intervencdes de prevengdo possam contribuir
para a diminuicdo da incidéncia desses agravos. Essas infeccBes afetam principalmente
jovens, homossexuais, profissionais do sexo e populagdes sem acesso aos servigos de
salde. Deve-se levar em conta, ainda, que a duragdo e a transmissibilidade da infeccéo
sdo inversamente proporcionais ao acesso para que se efetue o tratamento. Outrossim,
pessoas com infeccbes sexuais frequentemente sofrem estigma, estereotipagem,
vulnerabilidade, vergonha e violéncia de género. (BRASIL, 2015; PIAZZETTA, 2011).
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A cada ano, estima-se que 500 milhdes de pessoas sejam infectadas por uma das
IST curaveis (gonorreia, clamidia, sifilis e tricomoniase). O nimero total de novos casos
das quatro ISTs curaveis, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2008), no ano de
2008, em adultos entre as idades de 15 a 49 anos, foi estimado em 498,9 milhGes. Além
do mais, no mesmo ano, das 498,9 milhdes totais, aproximadamente 100 milhdes eram
infeccOes por Chlamydia trachomatis. (MORENO et al., 2015).

Chlamydia trachomatis

As clamidias sdo bactérias gram-negativas, que fazem interacdo simbionte com
diversos organismos e sdo patdgenos intracelulares obrigatorios, pois incapazes de
sintetizar trisfosfato de adenosina (ATP), necessitam de uma fonte exdgena de energia.
Estdo classificadas no grupo das eubactérias, na ordem Chlamydiales, com dois géneros
e quatro espécies: C. trachomatis, Chlamydophila psittaci, Chlamydophila pneumoniae e
Chlamydophila abortus. Algumas espécies patogénicas para animais podem ser
transmitidas ao homem. (MORENO et al., 2015; ELWELL; MIRRASHIDI; ENGEL,
2016).

Conforme descrito por Moreno et al. (2015), a C. psittaci é patogénica para aves
e mamiferos; a C. pneumoniae provoca doencas respiratorias; a C. abortus pode provocar
abortos em humanos; a C. trachomatis apresenta varios sorotipos que causam diversas
doencas: sorotipos A, B, Bae C (tracoma); D, E, F, G, H, 1, J, K (infec¢des oculogenitais)
e L1, L2 e L3 (linfogranuloma venéreo). Em particular, a C. trachomatis pode acometer
varios 6rgdos e tecidos do organismo, tais como aparelho geniturinario, faringe,
conjuntiva ocular, pulmdes, figado, articulacdes e outros. As cepas oculares (sorotipos A,
B, Ba e C) causam o tracoma hiperendémico ou conjuntivite granulomatosa (doenca
inflamatdria ocular crénica), cuja transmissao se da de forma direta. J& as cepas genitais
constituem-se, em sua maioria, nos sorotipos de D-K, transmitidos principalmente por
contato sexual, tendo como manifestacbes da doenca as uretrites, vulvovaginites e
cervicites. Portanto, como esta € a forma mais frequente de transmissdo, as infeccdes
genitais sdo prevalentes em pessoas sexualmente ativas, sendo predominante em pessoas
com multiplos parceiros. (MORENO et al., 2015).

Aspectos microbiologicos da Chlamydia trachomatis
Em relagdo aos aspectos microbiolégicos da bactéria, todas as clamidias

compartilham um ciclo de desenvolvimento no qual alternam entre 2 formas: o corpo
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elementar infeccioso extracelular (ndo € capaz de replicacdo) e o corpo reticulado
intracelular ndo infeccioso (€ capaz de replicacdo). Os corpos elementares e os reticulados
sdo morfologicamente e funcionalmente distintos, sendo que o0s corpos elementares
sobrevivem no ambiente extracelular severo, pois sua parede celular lhes confere
resisténcia. Embora ja tenham sido considerados metabolicamente inativos, 0s corpos
elementares contém uma abundéncia de proteinas necessarias para o seu metabolismo,
que sdo utilizadas apos sua entrada nas células hospedeiras e que séo responsaveis por
direcionar a sua diferenciacdo para corpos reticulados. (ELWELL; MIRRASHIDI;
ENGEL, 2016; MORENO et al., 2015).

A C. trachomatis possui tropismo pelas células epiteliais e da mucosa, bem como
é transmitida como corpo elementar, que adere e € fagocitado por uma célula hospedeira.
Uma vez dentro da célula hospedeira, os corpos elementares sdo internalizados em um
vacuolo e sofrem uma transformacao metabdlica, resultando em uma diferenciacdo para
corpos reticulados em cerca de 6 a 8 horas ap6s a infecgdo. Os corpos reticulados, entdo,
se dividem por fissdo binaria junto aos vactolos ou compartimentos ligados a membrana,
denominadas inclusdes. Apds aproximadamente 36 horas e desenroladas varias rodadas
de replicacdo, hd novamente uma diferenciacdo, em que 0s corpos reticulados se
condensam em corpos elementares, a inclusédo se rompe e os corpos elementares s&o
liberados para infectar as células adjacentes (vizinhas) ou serem transmitidos a outros
hospedeiros. Um aspecto exclusivo da inclusdo clamidial reside em sua habilidade de
resistir a fusdo dos lisossomos, fazendo com que ndo sejam degradadas. O mecanismo
dessa resisténcia, contudo, ainda é desconhecido. O meio intracelular apesar de fornecer
nutrientes, serve ainda de protecdo contra a defesa imune do hospedeiro. O ciclo de
desenvolvimento pode ser interrompido de forma reversivel por diversos fatores,
incluindo privacdo de nutrientes, exposicdo a citocinas do hospedeiro e antibioticos.
(ELWELL; MIRRASHIDI; ENGEL, 2016; MORENO et al., 2015).
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Figural: The life cycle of Chlamydia trachomatis. ELWELL; MIRRASHIDI; ENGEL. Chlamydia cell
biology and pathogenesis. Nature Reviews Microbiology, v. 14, n. 6, p. 385-400, 2016.

Referente & resposta imune, a C. trachomatis codifica abundantemente uma
proteina chamada proteina principal da membrana externa (MOMP ou OmpA) que é
exposta a superficie da bactéria, atuando como antigeno. Ap6s a invasdo das células
hospedeiras, estas reconhecem antigenos da C. trachomatis através de diversos
receptores, como os de superficie celular, endossémicos e citosélicos. A ativacao desses
receptores desencadeia a secrecdo e liberacdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias, que recrutam mais células de defesa (neutréfilos) e iniciardo uma resposta
inata. Os antigenos especificos da C. trachomatis sdo apresentados as células T CD4e T
CD8, as quais 0s reconhecerdo e estardo associadas a imunidade protetora contra essa
infeccdo. Apo6s isso, as imunoglobulinas IgA, IgM e IgG sdo ativadas e serdo

responsaveis pela produgdo de anticorpos anticlamidiais neutralizantes, 0s quais terdo
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como alvo principal as proteinas de superficie da bactéria. Os anticorpos ndo sédo
suficientes para proteger os seres humanos da reinfecgdo, embora eles possam ajudar a
controlar a liberagdo dos novos corpos reticulados, impedindo-os de infectar células
vizinhas ou um novo hospedeiro. Raramente 0s anticorpos ajudam a proteger contra a
ascendéncia da bactéria evitando as doencas do trato superior. Contudo, a indugéo e
persisténcia do patdgeno provoca uma resposta inflamatdria cronica, embora necesséria
para a eliminagdo da bactéria e resolucdo natural da infeccdo, pode resultar em fibrose,
cicatrizacdo e outras sequelas. Essa cronicidade da infeccdo nas mulheres indica uma
resolucdo com baixo desempenho, bem como a resposta adaptativa também é ineficaz em
relacgdo a protecdo contra reinfeccdo. (ELWELL; MIRRASHIDI; ENGEL, 2016;
DARVILLE, 2013; STONE, 2016; O'CONNELL; FERONE, 2016; WONG, 2019).
Quase todas as cepas de C. trachomatis abrigam um plasmideo que lhes confere as
propriedades de viruléncia de maior adesdo, captacdo e ativacdo do receptor imune inato.
Ademais, 0 patégeno desenvolveu varios mecanismos para manipular as respostas imunes
visto que, em algumas condicBes, consegue impedir a sua prépria degradacdo. A
persisténcia do patégeno envolve, por exemplo, a formacdo de inclusbes
intracitoplasmaticas e sintese de aminoacidos induzida por citocinas, a paralisia de
neutrdfilos, a evasdo da fagocitose, a inibicdo da apoptose das células hospedeiras e a
supressao da apresentacdo do antigeno. Além disso, a infec¢do por clamidia, pode tornar
a producdo de IFN branda ou neutralizar produtos génicos que estdo envolvidos na
imunidade celular, por exemplo. (ELWELL; MIRRASHIDI; ENGEL, 2016;
DARVILLE, 2013; STONE, 2016; O'CONNELL; FERONE, 2016; WONG, 2019).

Fisiopatologia, fatores de risco, quadro clinico e coinfec¢bes

Os processos patologicos desencadeados na infeccdo por C. trachomatis
envolvem o microambiente vaginal, que é composto por um ecossistema complexo e
dindmico, sendo que seu conteudo é constituido por agua, colesterol, lipideos, mucina,
carboidratos, aminoacidos, proteinas e sais inorganicos. As bactérias predominantes na
vagina sao os lactobacilos, que produzem o acido lactico, mantendo o pH acido da vagina,
0 qual inibe o crescimento dos microrganismos ndo residentes, reduzindo a
biovulnerabilidade do trato genital superior a patogenos. O estrogénio (hormonio sexual
feminino) é responsavel pela manutencdo dessa microbiota, promovendo a producéo de
glicogénio pelas células do epitélio vaginal, o qual nutre os lactobacilos. Outras bactérias,

como estreptococos, anaerdbios e gram-negativas, também sdo encontradas na vagina,
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porém em menor quantidade. Qualquer alteracdo desse equilibrio favorece a proliferacao
de agentes patogénicos. (TACHEDJIAN; O’HANLON; RAVEL, 2018; TORTORA;
FUNKE; CASE, 2017).

Nesse sentido, os sorotipos D-K de C. trachomatis, ao infectar mulheres, se
manifestam como cervicites, uretrites e Ulceras genitais. Cerca de 15 a 40% das infec¢coes
ascendem ao trato genital superior, podendo gerar sequelas graves, as quais incluem
doenca inflamatoria pélvica, infertilidade e gravidez ectopica. A C. trachomatis € um dos
principais agentes etiologicos da cervicite mucopurulenta, que consiste na inflamacéo da
mucosa endocervical (epitélio colunar do colo uterino). Em torno de 70 a 80% das
cervicites sdo assintomaticas. Nos casos sintomaticos, os sintomas sdo brandos e as
principais queixas séo corrimento vaginal, sangramento intermenstrual, dispareunia (dor
durante o ato sexual) e disuria (dor ao urinar). Alguns sinais podem estar presentes no
exame fisico, como dor a mobilizacdo do colo uterino, conteldo mucopurulento no
orificio externo do colo, colo uterino friavel e sangramento ao toque da espatula ou swab.
(ELWELL; MIRRASHIDI; ENGEL2016; BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Um dos principais fatores de risco associados a infec¢do clamidiana é a vaginose
bacterina, que consiste no desequilibrio da microbiota bacteriana vaginal, tendo sua
etiologia ainda desconhecida. A vaginose bacteriana apresenta-se como uma mudanca
notavel na microbiota vaginal para um estado disbiético, marcado por uma diversidade
de microrganismos e um aumento da carga de anaerdbios aerotolerantes e estritos,
incluindo Gardnerella vaginalis, Mobiluncus, Aptopobium vaginae e outras bactérias
exigentes, como Megasphaera, Sneathia, e Clostridiales spp. (TACHEDJIAN;
O’HANLON; RAVEL, 2018; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Um aspecto importante da infec¢cdo clamidiana é a possibilidade de coinfeccdo com
outros patdgenos, que pode aumentar a resposta do hospedeiro e provocar piores
condic@es clinicas. Nesse contexto, a infec¢do por clamidia ainda facilita a transmissao
do HIV, sendo que a possivel inter-relacdo entre infeccdo pelo HIV e C. trachomatis
inclui os danos epiteliais que a infec¢do clamidiana provoca, 0s quais podem facilitar a
penetracdo nas células e, por sua vez, as alteragdes imunoldgicas causadas pelo virus
favorecem a infeccdo por clamidia. A C. trachomatis pode apresentar coinfec¢cdo com
outras IST, sendo comumente associada a Neisseria gonorrhoeae. Em individuos com
gonorreia, existe um risco 15 a 40% maior de adquirir clamidia. Ha evidéncias cientificas
da associacdo de C. trachomatis e N. gonorrhoeae aos seguintes fatores: mulheres

sexualmente ativas com idade inferior a 25 anos, nova parceria sexual, maltiplas parcerias
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sexuais, parcerias com IST, historia prévia ou presenca de outra IST, e uso irregular de
preservativo. (BRASIL, 2015; BALA, 2011).

Além do HIV e N. gonorrhoeae, a clamidia apresenta coinfeccdo com o
Papilomavirus Humano (HPV). O papilomavirus humano (HPV) de alto risco também é
transmitido sexualmente, sendo que as evidéncias atuais sugerem que ter uma infeccéo
por C. trachomais pode aumentar o risco de infeccdo por HPV, persisténcia de HPV ou
progressdo para lesdes cervicais de alto grau entre mulheres HPV-positivas. O HPV é a
causa central do cancer do colo do Utero, e 0s tipos de alto risco estdo associados a maiores
chances de desenvolvimento da doenca. Contudo, apenas uma pequena propor¢do de
mulheres infectadas com HPV progride para cancer cervical invasivo (CCI). Assim, o
desenvolvimento do CCI depende de outros cofatores que atuam em conjunto com o
HPV, como a C. trachomatis, por exemplo. A C. trachomatis esta ligada a atipia e a
neoplasia cervical, pois a infec¢do tem natureza assintomatica, persisténcia se néo tratada,
inducdo de metaplasia e inflamacdo cronica. Além disso, uma infeccdo por HPV pode
também aumentar o risco de infecgdo clamidiana incidente. (SMITH et al., 2002;
HARDER et al., 2016).

Diagnostico de Chlamydia trachomatis

Quanto aos métodos diagndsticos da clamidia, eles podem ser clinicos ou
laboratoriais. O diagndstico clinico de pacientes pode representar um método enganoso,
pois 70-80% das mulheres infectadas ndo apresentam sintomas. Ja no diagnostico
laboratorial, os métodos sensiveis e especificos confiaveis tornaram-se essenciais. O
diagndstico laboratorial da clamidia consiste nos seguintes métodos: ensaios especificos
(cultura de células, teste fluorescente direto [DFA], ELISA [ensaio imunoenzimatico] e
métodos moleculares de deteccdo do DNA bacteriano, como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase - PCR) e testes ndo especificos (teste de esterase de leucdcitos [LE]), os testes
rapidos e a sorologia). (MALHOTRA et al., 2013).

Em relacdo aos ensaios especificos tém-se a cultura celular, na qual o patégeno é
isolado, considerada o método definitivo ou “padrao ouro”, pois ¢ 100% especifico para
o diagnostico de clamidia. O cultivo celular, entretanto, € tecnicamente dificil, trabalhoso
e caro, e ndo foi amplamente adotado como teste de rotina para deteccdo de C.
trachomatis. Ja o teste fluorescente direto identifica corpos elementares em esfregacos
por meio de anticorpos monoclonais, com vantagem consideravel ao adicionar

fluorescéncia ao exame direto da amostra. Esta metodologia ¢ uma das técnicas de
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diagnostico mais Uteis, rapida e simples (tempo de resposta de cerca de 30 min), porém
demanda conhecimento para a interpretacdo microscopica. O ensaio de ELISA serve para
a deteccdo de antigenos da C. trachomatis. E adequado para laboratdrios que ndo fazem
cultivo celular. Contudo, o ELISA tem baixa sensibilidade quando comparado ao DFA e
aos testes moleculares. A citologia é um teste de diagndstico facilmente disponivel,
simples e ndo muito caro, ademais ndo requer precaucfes quanto ao armazenamento e
transporte. Os métodos Giemsa, imunofluorescéncia e coloracdo com iodo sdo mais
comumente usados para detectar a inclusdo de clamidia celular, porém a especificidade
depende do observador. (MALHOTRA et al., 2013; GEISLER et al., 2001; BLACK et
al., 2002; GAYDOS et al., 2004; SCHACHTER, 2001).

J4, no tocante aos testes rapidos para C. trachomatis, eles ndo requerem
equipamentos sofisticados, podem ser realizados durante a consulta médica e sdo
concluidos em cerca de 30 minutos. Os resultados sdo qualitativos e, porém, quando
comparados a PCR, possuem menor sensibilidade e especificidade. (SAISON, 2007;
MALHOTRA et al., 2013).

Segundo Malhotra et al. (2013), quanto aos testes soroldgicos, eles geralmente néo
sdo Uteis no diagnostico de C. trachomatis, pois os anticorpos produzidos possuem vida
longa e o resultado positivo do teste ndo ir& fazer a distingdo de uma infeccdo prévia da
atual.

Nas Ultimas décadas os testes moleculares, baseados na tecnologia de amplificacao
de acidos nucléicos (NAAT) tem sido o avango mais importante no campo do diagnostico
de clamidia. Os métodos moleculares sdo elaborados em testes baseados no
reconhecimento direto de sequéncias de DNA e RNA. A sonda de DNA disponivel
comercialmente para a detec¢do de C. trachomatis é o teste PACE 2 48 (Probe Assay
Chemiluminescence Enhanced) para amostras endocervicais e uretrais. O principio do
método emprega sondas de DNA quimioluminescente que reconhece uma sequéncia
especifica de rRNA 16S da clamidia. Os NAAT sdo os testes mais sensiveis para a
triagem e diagndstico de infeccdes por clamidia e gonococos do trato genital. No caso de
infeccOes clamidiais, 0 NAAT é de 20 a 30% mais sensivel do que os demais testes e
possui 100% de especificidade. Dentre tais tecnologias destaca-se a Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR). Os genes amplificados para o diagnostico de C. trachomatis séo
MOMP, os genes plasmidiais, gene da fosfolipase e as sequéncias do rRNA 16S e 23S.
(MALHOTRA et al., 2013; GEISLER et al., 2001; BLACK et al., 2002; GAYDOS et al.,
2004; SCHACHTER, 2001)
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O NAAT é atécnica de escolha para diagnostico e rotina de Chlamydia trachomatis,
devido a sua sensibilidade e especificidade superiores aos testes convencionais. A
metodologia do NAAT consiste em amplificacéo de sequéncias de DNA ou RNA da C.
trachomatis utilizando o PCR. O espécime de escolha varia de acordo com a sindrome
presente no paciente. Nos casos de infeccdo genitourinaria ou rastreamento em mulheres,
o esfregaco vaginal é a amostra de escolha. Nas mulheres submetidas a citologia com
espéculo (para avaliacdo de endocervicite ou esfregaco de Papanicolau de rotina), o PCR
pode também ser realizado na amostra endocervical. Nos casos de amostra de urina de
primeira micgdo, 0 PCR também ¢é aceitavel, mas pode detectar até 10% menos infec¢bes
(sensibilidade abaixo do ideal) quando comparadas com as outras amostras — vaginal e
endocervical — por isso deve ser utilizada somente quando estas ndo estiverem
disponiveis. (LANJOUW et al., 2015; HSU; MARRAZZO; BLOOM, 2019).

Caso o NAAT ndo esteja a disposicdo como meio de deteccdo, em locais com
recursos limitados, pode-se lancar méo dos testes rapidos para o diagndstico de infecgdo
clamidiana. Se estes ndo forem passiveis de realizacdo, o diagnostico clinico baseado nos
sinais e sintomas da paciente deve ser feito. Deve-se atentar ainda, que as pacientes com
a sindrome genitourinaria por clamidia devem ser tratadas empiricamente até o retorno
dos resultados dos testes diagndsticos. (HSU; MARRAZZO; BLOOM, 2019).

No diagnostico laboratorial, a coleta e transporte corretos € fundamental para a
precisdo nos testes de diagnostico. Demonstrou-se que a sensibilidade e a especificidade
dos testes de diagndstico para C. trachomatis estdo diretamente ligados a adequacao da
amostra, considerando o local de amostragem, sendo que amostras de colo de Utero e
uretra apresentam maiores indices de recuperacdo do patdgeno. O swab endocervical,
vaginal, vulval, uretral, retal e urina de primeira captura sdo as amostras comuns coletadas
das pacientes do sexo feminino. As células hospedeiras que abrigam o organismo devem
ser incluidas na amostra, quando usadas as técnicas que envolvem a visualizacdo direta
do organismo e/ou analises moleculares. (WARD; RIDGWAY, 1999; MALHOTRA et
al., 2013).

Em referéncia a quais pacientes devem ser testados para infeccdo por C.
trachomatis, conforme descrevem Hsu, Marrazzo e Bloom (2019), qualquer paciente
sexualmente ativo com sinais e sintomas consistentes com as sindromes clinicas
associadas a infeccdo clamidiana deve ser submetido a testes de diagndstico para C.
trachomatis. Contudo, em razdo da maior parte das infecgbes por clamidia se

apresentarem como assintomaticas, o rastreamento de rotina com NAAT deve ser
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oferecido aos pacientes sexualmente ativos com alto risco de infeccdo e complicagdes,
incluindo: mulheres com 24 anos ou menos, gravidas ou com maltiplos parceiros sexuais,
mulheres com infec¢do gonocdcica documentada, bem como homens que fazem sexo
com homens (HSH) e individuos com HIV sexualmente ativos e de qualquer idade. Os
pacientes que tiverem exposicao potencial ou conhecida de clamidia (dentro de 1 a 2
semanas) devem também ser submetidos ao teste diagnostico e tratados empiricamente.
Em pacientes com sintomas persistentes, com diagnéstico positivo para clamidia, 0s
sintomas geralmente sdo decorrentes de reinfeccdes, devendo-se questionar a paciente
sobre nova infeccdo e sobre o tratamento do parceiro.

Tendo em vista reduzir a transmissdo de doencas e prevenir as sequelas a longo
prazo, diversos paises estabeleceram o controle de C. trachomatis em larga escala por
meio de programas de triagem ou rastreio. O desenvolvimento de estratégias de triagem
e tratamento direcionados demanda uma compreensdo detalhada da historia natural de
infeccOes genitais por Chlamydia trachomatis, incluindo o conhecimento dos fatores de
risco para infec¢do. O Teste anual (de rastreio) de C. trachomatis, segundo as diretrizes
clinicas em muitos paises, € recomendado para todas as mulheres sexualmente ativas (<25
anos de idade). Para as mulheres com diagndstico positivo para clamidia, os testes devem
ser repetidos em 3 a 6 meses. A triagem anual tem como principal justificativa a detecgéo
e tratamento precoces para prevenir ou interromper a morbidade do trato reprodutivo,
particularmente nas mulheres. Nesse mesmo cenario, conforme orienta a CDC (2015), os
testes de triagem anuais sdo recomendados para mulheres sexualmente ativas com idade
<25 anos, bem como a triagem de mulheres >25 anos com risco aumentado de infecgao
(novo parceiro sexual, multiplos parceiros sexuais, parceiro sexual com IST). Os
programas de rastreamento de clamidia demonstraram reduzir as taxas de doenca
inflamatdria pélvica (DIP) em mulheres. Além disso, as taxas de reinfec¢do atingem o
pico em 2-5 meses apos a infeccdo inicial, apoiando a recomendacdo do CDC de que
qualquer pessoa diagnosticada com infeccdo por C. trachomatis deve ser testada
novamente dentro de 3-12 meses de tratamento. O Programa Nacional Inglés de Triagem
de Clamidia (NCSP) recomenda o reteste anual ou na mudanca de parceiro sexual para
todos os individuos sexualmente ativos <25 anos e, em 2013, passou a incluir
recomendacdes de reteste cerca de trés meses apos um teste positivo. (LANJOUW et al.,
2015; HARDER et al., 2016)

No Brasil, segundo os protocolos do Ministério da Saude, embora um estudo

multicéntrico nacional de 2011 observou elevada prevaléncia (9,8%; IC 95% 8,5-11,1)
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de infeccdo por clamidia em parturientes jovens entre 15 e 24 anos de idade, e
recomendou que a triagem no pré-natal fosse adotada nesse grupo no Brasil, justificou-se
a ndo triagem com base nos critérios de risco para a identificacdo de C. trachomatis e N.
gonorrhoeae, nos quais, mulheres com queixa de corrimento vaginal tém sensibilidade e
especificidade muito baixas. Quanto aos testes diagndsticos adotados no pais, a coloragédo
pelo método de Gram tem uma sensibilidade de apenas 30%, ndo sendo indicada. O
diagnéstico laboratorial da cervicite causada por C. trachomatis e N. gonorrhoeae pode
ser feito por meio do NAAT. A imunofluorescéncia direta tem leitura subjetiva, exigindo
bom treinamento dos profissionais e microscopio, sendo que a sensibilidade estd muito
abaixo do esperado. (BRASIL, 2015).

Epidemiologia

A prevaléncia da infeccdo por clamidia varia de acordo com a populacao estudada.
Como na maioria das IST, a incidéncia e a prevaléncia sdo maiores entre 0s jovens e
diminuem proporcionalmente com a idade. A prevaléncia de C. trachomatis em mulheres
do Reino Unido varia de 8,4% em jovens de 16 a 17 anos a 0,8% em mulheres de 30 a 44
anos. (MORENO et al., 2015; PRICE, 2016).

De acordo com o CDC (2009), nos Estados Unidos, a infeccéo por C. trachomatis
é de notificacdo compulsoéria e acaba por ser a mais prevalente dentre as IST de origem
bacteriana. Além do mais, quase dois tercos dos mais de 2 milhdes de casos notificados
em 2018 foram entre adolescentes e adultos jovens, com idade de 15 a 24 anos. Entre
2013 e 2016, a prevaléncia geral de clamidia entre as pessoas de 14 a 39 anos foi de 1,7%
e nas mulheres sexualmente ativas de 14 a 24 anos a prevaléncia foi de 4,3%. (CDC,
2018; PHILIPS, 2019).

Quanto a epidemiologia da doenca nas américas (América do Norte, América
Central e América do Sul), a prevaléncia da infec¢do por C. trachomatis, no ano de 2008,
foi estimada em 25,2% em adultos de ambos os sexos, com incidéncia de 26,4 milhdes
de casos. (WHO, 2008).

Na Coldmbia, em 2016, a prevaléncia total de C. trachomatis em toda populagéo
foi de 9,2%, sendo que a prevaléncia em mulheres foi de 4,4% -15,4%. (KORENROMP,
2016).

No Brasil, os dados ainda sdo divergentes em diferentes estudos. Segundo
Piazzeta (2011), a prevaléncia da infeccdo por C. trachomatis em Curitiba foi estimada

em 10,7%, em mulheres jovens sexualmente ativas. Ja em Vitdria/ES, conforme Miranda
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(2004), a prevaléncia de C. trachomatis foi de 8,9% em adolescentes do sexo feminino
de 15 a 19 anos. Como relata Araujo (2006), a prevaléncia de infec¢do por C. trachomatis,
em adolescentes e mulheres jovens na regido central do Brasil, foi de 19,6%, sendo nas
mulheres gravidas 24,4% e mulheres ndo gravidas 17,6%. Conforme descrito por Garcés
et al (2013), a prevaléncia de C. trachomatis em estudo transversal de mulheres atendidas
em ambulatério de Ginecologia e Obstetricia Geral do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Rio Grande (HU-FURG), foi de 11%. Contudo, deve-se ressaltar
que, conforme Korenromp et al. (2016), as tendéncias nas taxas de clamidia séo
influenciadas por mudancgas na incidéncia da infec¢do, bem como mudancas nas préaticas
de diagndstico, triagem e notificagdo. Como as infec¢des por clamidia sdo geralmente
assintomaticas, o numero de infeccdes identificadas e relatadas pode aumentar a medida
gue mais pessoas sao rastreadas, mesmo quando a incidéncia é plana ou esta diminuindo.

Em revisdo sistematica recente, Crichton et al. (2015) apontaram os fatores
relacionados a positividade de C. trachomatis, dentre os quais se destaca: associacdo entre
menores oportunidades e/ou realizagdo educacional, desemprego e sexo feminino. Em
concordancia, O"Connell e Ferone (2016) destacam que a infeccdo é mais frequentemente
relatada em mulheres jovens do que em homens jovens. Outros fatores de casos incidentes
incluem: estado civil, novo parceiro sexual, tabagismo, fatores socioeconémicos, doengas
concomitantes como: gonorreia ou vaginose bacteriana e presenca de papilomavirus

humano carcinogénico.

Complicacg6es da infecgdo clamidiana

Aproximadamente 75% das infeccbes por C. trachomatis em mulheres sdo
assintomaticas. Por fim, ainda se estima que o risco de transmissdo da infec¢do clamidiana
em apenas uma relacdo sexual esteja entre 10% e 20%. (PRICE, 2016).

Devido as caracteristicas silenciosas dessa infeccdo, a C. trachomatis pode
ocasionar diversas complicacfes sendo a doenca inflamatéria pélvica (DIP) a mais
importante, podendo resultar em gravidez ectopica, infertilidade e dor pélvica crénica. Ha
algumas evidéncias de que a infeccdo por clamidia possa contribuir para outras
complicagdes obstétricas, incluindo parto prematuro e rotura prematura de membranas,
alem de consequéncias perinatais, transmitidas via vertical, como mortalidade,
pneumonia neonatal e conjuntivite. (MARCOLINO et al., 2008)
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Tratamento

O tratamento de pessoas infectadas com C. trachomatis evita complicagdes
adversas na saude reprodutiva, e quando associada ao tratamento dos parceiros sexuais
pode prevenir novas reinfeccdes. Este deve ser fornecido imediatamente para todas as
pessoas com resultado positivo para infec¢ao, sendo que 0s atrasos no tratamento estao
associados a complicagdes. (CDC, 2015).

As diretrizes atuais da WHO (2016), também utilizadas para o tratamento de
pacientes com clamidia no Brasil, fornecem nove tratamentos para infeccdes genitais e
LGV causados por C. trachomatis. Dentre eles, para a infeccdo genital ndo complicada,
azitromicina oral em dose Unica ou doxiciclina 2 comprimidos de 100g ao dia por 7 dias
ou um dos antibidticos alternativos, como: tetraciclina, eritromicina e ofloxacina. No caso
das gestantes, a doxiciclina é contraindicada e a escolha devera ser a azitromicina, sendo
gue em casos especiais as alternativas sdo amoxicilina e eritromicina. O CDC (2016)
recomenda a abstinéncia sexual por 7 dias ap6s a administracdo de antibiéticos em dose
Unica ou até a conclusdo de um curso de 7 dias com antibidticos, para evitar a
disseminacdo da infec¢do aos parceiros. Para minimizar o risco de reinfeccdo, os
pacientes também devem ser instruidos a se abster de relacdes sexuais até que todos 0s
seus parceiros sexuais sejam tratados. Embora a medicacdo pare a infeccdo, ela néo
reparara nenhum dano permanente causado pela doenca e repetir a infeccdo é muito
comum. Mulheres cujos parceiros sexuais nao foram tratados adequadamente correm alto
risco de reinfeccdo. A reinfeccdo por clamidia aumenta o risco de complicagdes na satde
reprodutiva, incluindo doenga inflamatoria pélvica e gravidez ectopica. Idealmente, uma
avaliacdo e reteste deve ser feita apds 3 meses do tratamento, independentemente se o
individuo em questéao acredite ou ndo que seu parceiro foi adequadamente tratado. (WHO,
2016; CDC 2016).

A maioria das infec¢fes pds-tratamento ndo resulta da falha do mesmo, mas sim da
reinfeccdo causada pela falta de tratamento da parceria sexual ou o inicio da atividade
sexual com um novo parceiro infectado, indicando a necessidade de melhor educacédo e
tratamento dos parceiros sexuais. (CDC, 2015).

Idade jovem (geralmente abaixo de 25 anos) e fatores de risco comportamentais,
como infeccdo anterior por C. trachomatis, falta de uso consistente de preservativos e
novos ou multiplos parceiros por ano séo os principais fatores de risco para aquisicao de
infeccdo (LANJOUW, 2015).

A prevencdo da infeccdo por C. trachomatis pode ser feita nos niveis primério,
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secundario e terciario de saude. O uso do preservativo € uma das principais formas de
prevencdo, mas intervencdes para a redugdo do numero de parcerias sexuais e mudanca
de estilo de vida, sdo comprovadamente eficazes e precisam ser incorporadas na proposta
de prevencdo combinada. (BRASIL, 2015).

2.1.8 METODOLOGIA
2.1.8.1 Tipo de estudo
Estudo epidemioldgico, quantitativo, do tipo observacional, transversal, descritivo

e analitico.

2.1.8.2 Local e periodo de realizacéo

O estudo sera realizado durante o periodo de novembro de 2020 a julho de 2021
na cidade de Passo Fundo, RS, especificamente no ambulatério de Ginecologia e
Obstetricia da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) e, também, no laboratério
de Bioquimica e Biologia Molecular da UFFS.

2.1.8.3 Populacdo e amostragem

Este estudo sera um recorte de uma pesquisa maior intitulada “Citologia cérvico-
vaginal em meio liquido e deteccdo de Papiloma Virus Humano (HPV), infeccles
sexualmente transmissiveis (ISTs) e alteracdo de microbiota vaginal em mulheres
atendidas no Sistema Unico de Saude”, que sera realizado no periodo de 01 de dezembro
de 2019 a 30 de novembro de 2021.

A populacdo do estudo serd composta de mulheres com idade superior ou igual a
18 anos, ndo gestantes, atendidas no ambulatério para realizacdo de exame de citologia
cérvico-vaginal segundo faixa etaria preconizada pelo Ministério da Salde para
realizacdo do exame ginecoldgico preventivo de rotina (propde a realizacdo para mulheres
de 25 a 64 anos, ou antes desta faixa etéria, caso ja tenha iniciado a atividade sexual) e/ou
maiores ou iguais a 18 anos que buscam atendimento por leucorreia/prurido/queixas
menstruais que sdo submetidas ao exame especular. A amostra, ndo probabilistica,
composta por conveniéncia, sera formada por pacientes atendidas no Ambulatorio de
Ginecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Passo Fundo (RS),
encaminhadas ao exame citoldgico (Papanicolau) e/ou exame especular por queixa
ginecologica, que ndo estejam em uso de antibidticos por pelo menos 40 dias e estejam

em abstinéncia sexual de pelo menos 72 horas. Este ambulatorio faz parte do Sistema
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Unico de Satde e atende pacientes via sistema SISCAN/SISCOLO. Estima-se o tamanho
amostral de 300 pacientes, considerando o numero de atendimento do referido
ambulatério (n=1000/ano), e a prevaléncia de Chlamydia trachomatis: (5 £ 2 pontos
percentuais). (DIADHIOU et al., 2019; BRASIL, 2019).

Critérios de inclusdo: serdo incluidas no estudo mulheres com idade superior ou
igual a 18 anos, ndo gestantes, atendidas no ambulatério para realizagdo de exame de
citologia cérvico-vaginal de rotina e/ou que buscam atendimento por
leucorreia/prurido/queixas menstruais, que nao estejam em uso de antibidticos por pelo
menos 40 dias e estejam em abstinéncia sexual de pelo menos 72 horas.

Critérios de exclusdo: serdo excluidas as amostras que ndo estiverem adequadas
para analise, como material bioldgico ressecado na lamina do contetdo vaginal, DNA

insuficiente para as analises moleculares.

2.1.8.4 Varidveis e instrumentos de coleta de dados

As pacientes serdo convidadas a participar da pesquisa, e as que concordarem em
participar do estudo e tiverem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado
(Anexo A) serdo entrevistadas pela equipe de pesquisa e terdo coletadas informacoes
através de um questionario padronizado, pré-testado e pré-codificado desenvolvido
especificamente para este estudo (Anexo B). As pacientes entdo serdo atendidas pela
equipe meédica da UFFS, composta por residentes do programa de Ginecologia e
Obstetricia, por médicos preceptores e docentes da instituicdo, e serdo examinadas de
acordo com protocolo ginecolégico padrdo e submetidas ao exame citoldgico
(Papanicolau) em sala reservada com privacidade garantida. Sera considerada como
varidvel dependente: presenca de C. trachomatis detectadas por RT-PCR. Serdo
consideradas como variaveis independentes: questdes sociodemograficas (idade, se sabe
ler e escrever e quantos anos de estudo, completos e com aprovacdo, ter ou nao
companheiro, renda familiar) e de satde (se é ou ndo fumante, idade da primeira relacdo
sexual, atividade sexual, nimero de parceiros sexuais nos Gltimos 12 meses, se usa ou
ndo camisinha, faz uso de algum método ou ndo para evitar gravidez, se ja teve infecgdo
prévia por Chlamydia trachomatis) discriminadas no Anexo B.

A logistica nesse estudo tem como objetivo programar as etapas de coleta e evitar
possiveis atrasos. As coletas dos questionarios e amostras endocervicais serdo iniciadas
em novembro de 2020. A académica da equipe de pesquisa, devidamente paramentada e

em seguranca se deslocara ao ambulatorio de Ginecologia e Obstetricia da UFFS e ao
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Laboratorio de Bioguimica e Biologia Molecular da UFFS nas tercas-feiras,
quinzenalmente, das 8:30 min as 17:00 h. As mulheres selecionadas serdo convidadas a
participar da pesquisa e caso aceitem, serdo entrevistadas pela académica, sendo que 0s
cuidados necessarios haverdo de ser tomados, como afastamento (pelo menos 1,5 m de
distancia da paciente), uso de mascara facial, jaleco, avental e luvas. Neste momento
(anterior & coleta de swab endocervical) sera aplicado o questionario (Anexo B), em sala
privada com o intuito de preservar a privacidade das pacientes e ndo interferir na rotina
diaria do ambulatorio. Apos isso, a paciente sera submetida a consulta normal e o material
endocervical sera coletado.

De maneira a se discutir os achados do estudo e definir e organizar o seu
andamento, serdo realizadas reunies quinzenais junto a orientadora e coorientadoras. A
data e o horario serdo definidos previamente, tendo as reunifes uma duracdo estipulada
de aproximadamente 1:00 h.

Os passos seguintes a coleta e analise do material no laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular estardo melhor explanados no item 3.8 Protocolos Laboratoriais.
Neste mesmo laboratorio ocorrerdo as analises de RT-PCR, pela académica da pesquisa
com auxilio da orientadora Dr?. Jossimara Polettini e das coorientadoras Dr2. Caroline
Rizzi e Prof* Ms? Daniela Augustin Silveira. Estas analises serdo realizadas nas tergas-
feiras, quinzenalmente e posteriormente as coletas no ambulatério. Apds a andlise, 0s
resultados serdo registrados no questiondrio (Anexo B) na categoria “resultado dos
testes”, e em seguida, serdo registrados no sistema de banco de dados da pesquisa.

A equipe de pesquisa, juntamente com os medicos docentes da instituicdo e
residentes entrara em contato com a paciente para agendar um retorno de modo a
apresentar os resultados obtidos e realizar o encaminhamento clinico necessario.

Os resultados plotados diretamente em planilha eletrénica possibilitardo o rapido
acesso a todos os resultados pela equipe coordenadora da pesquisa e andlise estatistica

apropriada.

2.1.8.5 Processamento, controle de qualidade e analise dos dados

Os questionarios e os laudos dos resultados dos exames de RT-PCR serdo
digitados duplamente em uma planilha eletronica. A analise estatistica descritiva
consistird de distribuicdo de frequéncias (prevaléncia das variaveis dependentes e
proporcdes das variaveis independentes). Para a analise da associagdo das variaveis

dependentes com as independentes sera empregado o Teste de Qui-quadrado,
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considerando-se o nivel de significancia estatistica de 95%, ou o Teste Exato de Fisher,

no caso de que ndo sejam atendidos os parametros para o Teste de Qui-quadrado.

2.1.8.6 Protocolos Laboratoriais

Durante a consulta ginecoldgica sera realizado um exame especular ndo invasivo,
empregando-se o especulo bi-valvo de Collins esterilizado e isento de qualquer
lubrificante para afastamento das paredes vaginais. As amostras cérvico-vaginais serdo
obtidas pela técnica de citologia em meio liquido (CML) e esfregaco convencional. As
coletas das citologias serdo realizadas por um unico profissional, no meio liquido com
agitacdo manual vigorosa para liberagdo das células escamosas e glandulares no frasco
contendo fluido preservador CellPreserv® (Kolplast) previamente identificado. As
amostras serdo mantidas a temperatura ambiente e transportadas ao laboratério de acordo
com a rotina. As amostras serdo recebidas, triadas e processadas no Laboratério de
Patologia do Hospital Sdo Vicente de Paulo. Para o processamento e confeccdo das
laminas, o material coletado em meio liquido sera submetido ao processo de rotina
utilizando-se o sistema automatizado ThinPrep 2000 system LBC slide, com uso de
laminas CellPreserv e posterior coloracdo pelo método de Papanicolau e classificadas de
acordo com a nomenclatura brasileira para laudos cervicais, adaptada do Sistema de
Bethesda de 2001. (BRASIL, 2006).

Previamente a preparacdo das ldaminas para avaliacédo citoldgica coletada em meio
liquido, ImL do conteddo coletado sera separado em microtubo para posterior extracao
de DNA e pesquisa de C. trachomatis, seguindo descri¢do a seguir. Esse material sera
enviado aos laboratdrios de Microbiologia e Biologia Molecular da UFFS, Campus Passo
Fundo, segundo as normas de controle de qualidade interno. O volume de amostra
separado do meio liquido (aliquota) sera submetido a centrifugacdo com subsequente
extracdo de DNA total utilizando-se o Kit NUcleoSpin® Blood para a purificagdo de DNA
seguindo as instrucdes do fabricante, resultando nas seguintes etapas: antes de iniciar a
preparacdo, deve-se checar se o Buffer B5 e Proteinase K estdo preparados corretamente;
ligar banho-maria a 70° C; colocar Buffer BE a 70° C; a primeira etapa (lise da amostra
de DNA) consiste em numerar um tubo de 1,5mL para cada amostra, adicionar 1000uL
de amostra ao tubo de 1,5mL, adicionar 25uL de Proteinase K ao tubo com amostra,
adicionar 200uL de Buffer B3 a mistura — homogeneizar (vortex) por 10-20 segundos e
incubar a mistura a 70° C por 30 min; a etapa 2 (ajustar as condi¢des de ligagdo do DNA),

na qual deve ser adicionado 210uL de etanol absoluto (96-100%) — homogeneizar
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(vértex) por 10-20 segundos; a etapa 3 (blindar o DNA) baseia-se em, primeiramente
numerar uma coluna com tubo coletor para cada amostra, transferir 750uL da mistura
para coluna e centrifugar 1 min a 11.000 x g; a etapa 4 (lavagem da membrana de silica)
prevé na 12 lavagem, colocar a coluna em um novo tubo coletor (2mL) — do Kit e adicionar
500uL do Buffer BW; centrifugar por 1 min a 11.000 x g, na 22 lavagem - descartar o
filtrado e reutilizar o mesmo tubo coletor (2mL) e adicionar 600ul. do Buffer B5;
centrifugar por 1 min a 11.000 x g; na etapa 4 (secagem da membrana de silica), é
descartado o filtrado, recolocar a coluna reutilizando o tubo coletor (2mL) e centrifugar
por 1 min a 11.000 x g; na ultima etapa, 5 (eluir o DNA altamente puro), coloca-se a
coluna em um tubo coletor de 1,5mL e adicionar 60uL/100uL do Buffer BE (70° C);
incubar em temperatura ambiente por 1 min e apés centrifugar por 1 min a 11.000 x g,
apos isso deve-se repetir etapa 10 (eluicdo e centrifugar novamente).

As amostras serdo armazenadas a -20° C até sua utilizacdo na deteccdo dos
patdgenos pela técnica de RT-PCR.

A concentracdlo do DNA de cada amostra serd estimada através de um
espectrofotdbmetro. Tais procedimentos serdo realizados no laboratério de Microbiologia
e Biologia Molecular da UFFS, Campus Passo Fundo, sob a supervisdo dos professores
Gustavo Olszanski Acrani, Jossimara Polettini, Caroline Rizzi e Daniela Augustin
Silveira.

As reacOes de PCR serdo realizadas em volume final de 20 uL, composto por 10
uL de PCR Buffer 2x GoTagq® Green Master Mix (Promega); 1,0 uL de cada primer
especifico na concentragdo de 10 uM; agua estéril g.s.p. e 2 uL de cada amostra de DNA
pesquisada. Os iniciadores utilizados serdo: CTPL6.1 AGAGTACATCGGTCAACGA
e CTPL6.2 TCACAGCGGTTGCTCGAAGCA, de 130 pares de base (pb). As
incubacdes serdo realizadas em termociclador com os parametros adequados. Em todas
as reacdes realizadas serd utilizado um controle negativo, através da substitui¢do do acido
nucleico por agua estéril, e um controle positivo contendo DNA especifico para cada
patdgeno, gentilmente cedidos pela Dra. Méarcia Guimardes da Silva, do Laboratério de
Imunopatologia da Relagdo Materno-Fetal, da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP.

A eficiéncia das amplificagdes sera monitorada pela eletroforese da reacéo em gel
de agarose 1,5% preparada em tamp&o 1X TBE (Tris/Acido Borico/EDTA) e corada com
brometo de etidio. O tamanho dos produtos amplificados serd comparado com o padrao

de 50 pb e posteriormente fotografados sob transiluminagéo ultra-violeta.



34

2.1.8.7 Tratamento, controle de cura e seguimento

Nos casos positivos para C. trachomatis, os tratamentos serdo realizados de
acordo com o recomendado pelo CDC (2016). O controle de cura dessas condicGes sera
realizado 45 dias apds o término do tratamento, através da reconvocacao da paciente para

reavaliacdo dos exames propostos.

2.1.8.8 Aspectos éticos

O projeto “Citologia cérvico-vaginal em meio liquido e deteccdo de Papiloma
Virus Humano (HPV), infeccGes sexualmente transmissiveis (ISTs) e alteracdo de
microbiota vaginal em mulheres atendidas no Sistema Unico de Satude” foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFFS sob parecer ndmero
3.501.252, (Anexo C) atendendo a Resolucéo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude,
juntamente com as instituicdes envolvidas sob termo de ciéncia e concordancia das
instituicOes responsaveis pelo ambulatério da UFFS, a saber: Hospital S&o Vicente de
Paulo (HSVP) e Direcao do Campus Passo Fundo da UFFS.

Aos pacientes que forem convidados a participar do estudo, sera apresentado um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Anexo A), o qual devera ser
assinado caso concordar em participar.

Os riscos deste projeto estdo relacionados a coleta para o exame citoldgico,
envolvendo possivel desconforto, tontura, mal-estar e constrangimento. Para minimizar
estes riscos o procedimento de coleta sera realizado por profissionais capacitados, em
ambiente reservado e sem a presenca de demais pessoas, permitindo a assisténcia
necessaria durante e ap6s o procedimento. Se eventualmente os riscos se concretizarem,
por exemplo, nos casos de desconforto, tonturas ou mal-estar a paciente sera posicionada
deitada em uma maca e sera procedida a afericdo de pressdo arterial e acompanhamento
até normalizacdo, caso o mal-estar persista a paciente sera encaminhada a assisténcia
médica.

Referente & aplicacdo do questionario, para evitar constrangimentos, estes serdo
executados por profissionais/estudantes da area da satde, sendo comunicado a paciente
que esta podera se abster de responder as perguntas. A entrevista sera realizada em sala
isolada, minimizando os riscos de constrangimento. Ademais, 0s riscos deste projeto
envolvem a divulgacdo de dados de identificacdo das pacientes. Para minimizar os riscos

de quebra de sigilo os nomes e nimeros de documentos de identidade das pacientes ndo



35

serdo divulgados em nenhum documento. Nomes e variaveis referentes a cada paciente
serdo substituidos por nimeros no momento da divulgacao dos resultados da pesquisa, de
forma a ndo divulgar qualquer informag&o referente a amostra, que possa identificar os
participantes. O arquivo contendo a planilha geral com os dados sera manipulado em um
unico computador de uso pessoal e de responsabilidade da equipe de pesquisa. No caso
de os riscos se concretizarem o estudo sera interrompido.

Como beneficios podemos relatar que o diagnéstico especifico de presenca de
infeccdo clamidiana permitira ao médico uma melhor conduta de tratamento, aliviando
de maneira mais eficiente os sintomas da paciente. Ademais, a pesquisa trara como
beneficio indireto aos participantes, avaliar a prevaléncia e distribuicdo da infeccdo no
municipio de Passo Fundo, RS. Dessa forma, sera possivel planejar e executar medidas
de promocao e prevencao de salde que mudem a incidéncia e o prognostico da doenca,
de modo que todas as pacientes possuam uma melhor qualidade de vida.

Importante salientar que os exames propostos pelo estudo ndo fazem parte dos
tradicionalmente cobertos pelo Sistema de Unico de Salide. Logo, em condi¢des normais,
estas pacientes s6 poderiam ter acesso a eles buscando laboratorios particulares. Assim,
este estudo estara proporcionando a oferta de testes de alta tecnologia a um grupo social
que talvez jamais pudesse acessa-los rotineiramente, permitindo o diagnostico precoce e
especifico de doengas que podem trazer grande prejuizo a estas mulheres, como alteracoes
de fertilidade. Dessa maneira, o principal beneficio deste estudo € a inclusao social no
campo da saude da mulher.

A devolutiva dos resultados da pesquisa as pacientes dos prontudrios serd feita de
forma direta através de consulta de retorno. Ademais, uma devolutiva as instituicoes
envolvidas por meio da entrega de uma cépia fisica impressa em papel das publicacdes
cientificas, como por exemplo artigos em revistas e resumos em anais de eventos nos
quais serdo divulgados os resultados no projeto.

A equipe de pesquisa se compromete em manter o sigilo dos dados coletados dos
questionarios das pacientes. Os dados serdo mantidos em local seguro e reservado por um
periodo de cinco anos ao término do estudo. Depois deste periodo os dados serdo
devidamente destruidos. O material bioldgico coletado em meio liquido sera mantido em
ultra-freezer (-70 ° C) de armazenamento adequado por um periodo de cinco (05) anos no
laboratdrio de Microbiologia e Biologia Molecular da UFFS, Campus Passo Fundo.



36

Os resultados serdo apresentados por meio de divulgacdo em eventos e periddicos

de relevancia da area, e serdo encaminhados relatérios parciais e finais ao Comité de Etica

em Pesquisa da UFFS.

2.1.9 Recursos

Tabela 1: Or¢camento

Itens Quantidade Custo unitario (R$)  Custo Total (R$)
Canetas 2 caixas 28,00 56,00
Pranchetas 25 unidades 12,00 300,00
Lapis 4 caixas com 12 8,00 32,00
unidades
Borracha 25 unidades 1,50 37,50
Impressdes 2.500 0,20 500,00
PCR 300 10,00 3.000,00
Total 3.925,50

Fonte: elaborado pela autora, 2020.

As despesas descritas na Tabela 1 serdo custeadas com recursos proprios da equipe

de pesquisa. Os equipamentos utilizados, bem como o laboratério onde serédo realizadas

as analises de Reacdo em Cadeia da Polimerase, pertencem a Universidade Federal da

Fronteira Sul, Campus Passo Fundo.

2.1.8.10 Cronograma

Atividades a serem

desenvolvidas 1 2

Periodo de realizagao do X X
estudo

Levantamento e X X
atualizagdo
bibliograficos

Coleta de material e de X X
dados clinicos

Processamento
laboratorial das analises
propostas (extracao de
DNA, PCR)

Analise dos dados




Envio dos relatorios
parciais e final para o
CEP

Escrita e divulgagdo dos
resultados na forma de
artigo cientifico

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Prezada Participante,

Vocé esta sendo convidada a participar voluntariamente da pesquisa “Citologia cérvico-vaginal em
meio liquido e deteccio de Papiloma Virus Humano (HPV), infeccBes sexualmente transmissiveis
(ISTs) e alteragio de microbiota vaginal em mulheres atendidas no Sistema Unico de Satde”
desenvolvida por Prof. Dr. Gustavo Olszanski Acrani, da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS) e sua equipe de pesquisa.

O objetivo central desse estudo é avaliar a salde das mulheres, fazer exames preventivos de
cancer de colo de Utero, assim como detectar o Virus Papiloma Humano (HPV) e alteraces dos
microrganismos vaginais atraves de exames ginecoldgicos. Sua participacdo ndo é obrigatdria e vocé
tem plena autonomia para decidir se quer ou ndo participar, bem como desistir da colaborag8o neste
estudo no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacdo e sem nenhuma forma
de penalizacéo.

Vocé ndo recebera remuneracdo e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa, sendo sua
participacdo voluntaria. Esclarecemos também que, apenas os pesquisadores que assinam este
documento, terdo acesso aos dados das analises de seu exame, e todas as precaucgdes serdo tomadas
para manter sigilo absoluto sobre seu nome e respectivos dados.

A equipe de pesquisa se compromete em manter o sigilo dos dados coletados dos prontuérios
das pacientes por meio do Termo de Compromisso Para Uso de Dados em Arquivo. A participacdo na
pesquisa envolve responder um questionario, que levara 05 minutos, em que serdo feitas perguntas a
respeito de sua salde. Em seguida sera realizado o exame de ginecologia chamado Papanicolau, que
sera realizado por uma médica da equipe, e consiste em realizar uma raspagem leve no interior da
vagina.

Existem riscos relacionados ao estudo, envolvendo um possivel leve desconforto, tontura,
mal-estar e constrangimento. Para minimizar estes riscos, o procedimento de coleta sera realizado por
profissionais capacitados, em ambiente reservado e sem a presencga de demais pessoas, permitindo a
assisténcia necessaria durante e apds o procedimento. Se eventualmente 0s riscos se concretizarem,
por exemplo, nos casos de desconforto, tonturas ou mal-estar vocé sera posicionada deitada em uma
maca e serd procedida a aferi¢do de pressao arterial e acompanhamento até normalizag&o, caso o mal-
estar persista vocé serd encaminhada a assisténcia médica.

Outro risco possivel é ficar constrangida com alguma pergunta que for feita. Para evitar
constrangimentos, as perguntas serdo feitas por profissionais da area da salde, e vocé podera deixar
de responder as perguntas se quiser. A entrevista sera realizada em sala isolada, minimizando os riscos
de constrangimento. Para minimizar os riscos de quebra de sigilo 0 seu nome nimeros de documentos
de identidade ndo serdo divulgados em nenhum documento. No caso de 0s riscos se concretizarem o
estudo sera interrompido.

Como beneficios podemos relatar que o diagnostico especifico de presenca de HPV,
alteragdes de microrganismos vaginais sdo importantes para esclarecer queixas ginecoldgicas e, ndo
sdo ofertados pelo SUS. Além disso, a relagdo desses exames com o laudo do exame citolégico é um
importante exame preventivo de cancer de colo do Utero. Vocé serd informada sobre o resultado do
exame e serd chamada para retorno médico e receberd tratamento caso for detectada alguma alteracéo
no exame.
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Ao final da pesquisa, todo material serd mantido em arquivo, fisico ou digital, por um periodo
de cinco anos, e depois deste periodo esses dados serdo destruidos. A pesquisa sera desenvolvida
segundo as normas da Resolucdo no. 466 de 12 de dezembro de 2012.

As informacBes e os resultados obtidos através das andlises laboratoriais, poderdo ser
utilizados em congressos cientificos ou publicados em revistas cientificas, asseguramos que jamais
revelaremos seu nome, instituicdo ou qualquer informacdo relacionada a sua privacidade para que
vocé ndo seja identificado.

Caso concorde em participar, uma via deste termo ficard em seu poder e a outra sera entregue
ao pesquisador. N&do recebera cOpia deste termo, mas apenas uma via. Desde ja agradecemos sua
participacdo!

Este documento é elaborado em duas vias, que serdo devidamente preenchidas, rubricadas
todas as paginas e assinadas pelos pesquisadores e por vocé. Uma via deste documento ficard com os
pesquisadores e a outra via ficard com vocé. O TCLE garante seus direitos como participante da
pesquisa e nela esta presente o contato e o endereco dos pesquisadores, bem como do Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da UFFS para quaisquer duvidas que vocé venha a ter futuramente.

Eu, (NOME COMPLETO) declaro que li (ou
tive este documento lido por uma pessoa de confianca) e entendi os objetivos, riscos e beneficios de
minha participacdo na pesquisa, bem como, tive todos os esclarecimentos que julguei necessarios
sobre a pesquisa repassados pelos pesquisadores. Portanto opto por livre e espontanea vontade em
participar da pesquisa.

Assinatura:

Em caso de ddvida quanto a condugéo ética do estudo, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da UFFS:

Tel e Fax - (049) 2049-3745 E-Mail: cep.uffs@uffs.edu.br

Endereco para correspondéncia: Comité de Etica em Pesquisa da UFFS, Universidade Federal da
Fronteira Sul, Bloco da Biblioteca, Sala 310, 3° andar, Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul, CEP
89815-899, Chapeco, Santa Catarina, Brasil.

Local: Data: / /2019

Assinatura:

Pesquisador Responsavel: Gustavo Olszanski Acrani

Contato do Pesquisador Responsavel:

Coordenador do Projeto Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) Campus Passo Fundoistsi(54)
3335-8527

e-mail: gustavo.acrani@uffs.edu.br
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ANEXO B

Instrumento: Questionario a ser aplicado via entrevista direta com as pacientes na
consulta.

QUESTOES DE IDENTIFICAGAO E SOCIODEMOGRAFICAS

NQUES
Nome do entrevistador
Data

Qual é o seu nome completo?

Vocé tem telefone para contato? SE NAO, PERGUNTE SOBRE TELEFONE PARA RECADO E
ANOTE DE QUEM E

Qual é asuaidade? _ ANOS COMPLETOS IDADE__
Vocé se considera de que raga/cor?
RACA_
(1) Branca (2) Preta (3)Parda (4)Indigena (5) Amarela
Vocé sabe ler e escrever? LER_
(0) Nao
ESCOLA
(1) S6 assina 0 nome
(2) Sim. Quantos anos de estudo, completos e com aprovacgao, vocé
tem? ___ anos
Em relacéo a situagdo conjugal, vocé: COMPAN___
(0) Nao tem companheiro
(1) Tem companheiro. Ha quanto tempo estd com o companheiro atual?
(EM MESES) TEMPCO
No total, quantas pessoas, incluindo vocé, moram na sua casa?__ MORA__
Vocé exerce atividade remunerada? TRAB____
TIPOT __

(0) Nao/Aposentado/Pensionista

(1) Sim/Em beneficio. Trabalha em qué?

Qual arenda total das pessoas que moram nha sua casa, incluindo vocé? RENDA

Qual suareligido? (0) ndo tem RELI

Vocé mora em Passo Fundo? RESID___

(1) Sim. Qual o bairro? BAIRRO
CIDADE

(2) Nao. Qual cidade?

QUESTOES SOBRE HABITOS DE VIDA E DE SAUDE




Vocé sabe seu peso? Kg (0) Nao sei

Vocé sabe sua altura? metros  (0) N&o sei
Vocé fuma?
(1) Sim (2) Nao/ex-fumante

Vocé tem o costume de consumir bebida alcoélica? AS VEZES/DE VEZ
EM QUANDO, CONSIDERE “SIM”

(1) Sim (2) Nao
Qual foi aidade da sua primeira menstruagéo? (00) néo lembra

Qual foi aidade da sua primeira relagdo sexual?
lembra

(00) ndo

Vocé é sexualmente ativo?
(0) Nao
(1) Sim.
Quantos parceiros sexuais vocé teve nos ultimos 12 meses?
Vocé tem o habito de usar preservativo/camisinha?
(1) Sim, sempre  (2) Sim, algumas vezes (3) Nao.
Vocé usa algum método para evitar a gravidez?

(0) Nao

(1) Sim. Qual?

Alguma vez na vida vocé fez exame ginecolégico preventivo?

(0) Nao. Por que vocé nao fez o exame ginecolégico preventivo?

(1) Sim

Quando fez seu Ultimo exame ginecolégico preventivo? HA
MESES

(00) mais de 3 anos

Qual foi o resultado do seu ultimo exame ginecoldgico preventivo?
(1) Normal (2) Alterado (3) infecgao (4) nunca fez/nédo
lembra

Vocé ja engravidou?
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PESO
ALTURA _,

FUMA__

BEBE__

IDMENST

IDSEX

ATIVO__

PARCE

PRESERVA__

CONTRA

PREV

PQONPREV___

DATAPREV

ULTPREV__

GRAVIDA



(1) Sim

Quantas vezes ficou gravida?
Qual foi aidade da primeira gravidez? _____ anos
Vocé tem filhos?

(0) N&o.

(1) Sim. Quantos? ____ filhos
Vocé fez parto normal?

(0) Néo

(1) Sim. Quantos? __
Vocé fez parto cesareo?

(0) Nao
(1) Sim. Quantos? __

Teve alguma complicacdo nas gestacOes anteriores?
(0) Nao

(1) Sim. Qual

Ja tentou engravidar e ndo conseguiu?
(0) Nao

(1) Sim. Por quanto tempo tentou? (EM MESES)

Sabe por que ndo conseguiu engravidar?

(0) Nao
(1) Sim. Por qué?

Alguma vez algum médico lhe disse que vocé teve:

e Vaginose bacteriana? (1) Sim (2) Nao/ Nao sabe/nao
lembra
e Candidiase? (1) Sim (2) Nao/ Nao sabe/nao

lembra
e HPV — Papilomavirus Humano? (1) Sim (2) Nao/ Nao sabe/nao
lembra
o Sifilis? (1) Sim (2) Nao/ Nao sabe/nao
lembra
e Alguma outra infecgcdo genital (1) Sim (2) Nao/ Nao sabe/nao
lembra
SE SIM, QUAL?

e Diabetes? (1) Sim (2) Nao/ Nao sabe/ndo
lembra
e Pressdo Alta (1) Sim (2) Nao/ Nao sabe/ndo

lembra
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NGRAVI
IGRAVI__

FILHO

QFILHO__

NORMAL

QNORM__

CESAR

QCESAR__

COMPLIC __

COMPANT __

CONS __

QCONS
SABE

PQNCONS __

VB
CANDIDA_
HPV
SIFILIS___
OUTRAINFEC
QUALINF ___

DM

HAS
CANCER
LCAN
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e Cancer? (1) Sim (2) Nao/ Nao sabe/néo
lembra
¢ SE SIM, em que local do corpo?

Vocé tomou a vacina para HPV? VACIN

(1) Sim

(2) N&o. Por qué? PQNVAC
Queixas:
Leucorréia (“corrimento”):  (0) Nao (1) Sim QLEUCOR__

Tempo: (1) até 7dias (2) 08-30dias (3) +30dias (4) Nao sabe QTEMPO ___

Intensidade: (1) pouco (2) moderado (3) muito  (4) N&o sabe QINTEN __
Aspecto: (1) fluido (2) pastoso (3) ndo sabe QASPEC____
Cor: (1) branco (2)amarelo (3) esverdeado (4) ndo sabe QCOR__
Odor: (0) Nao (1) Sim QODOR____
Dor: (0) Néo (1) Sim DOR
Amenorréia: (1) Sim (2) Nao AMEN____
Dispareunia: (1) Sim (2) Nao DISPAR
Prurido (1) Sim (2) N&o PRURIDO
OUTRA
Outra queixa: (1) Sim (2) Ndo  Qual? QOUTRA
ELEUCOR__

Exame clinico:

Leucorréia:  (0) Nao (1) Sim EINTEN _
Intensidade: (1) pouco (2) moderado (3) muito (4) Nao sabe EASPEC__
Aspecto: (1) fluido (2) pastoso (3) ndo sabe ECOR__
Cor: (1) branco (2) amarelo (3) esverdeado (4) ndo sabe EODOR__

Odor (0) N&o (1) Sim EVULV__

ENDOC_

Vulvite (0) N&o (1) Sim ECTO__

ELESO_
Endocervicite (0) Nao (1) Sim EOUTRO__

Ectopia (0) Nao (1) Sim
Lesdo (0) Nao (1) Sim

Outros
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Exames clinicos:

TRATAMENTO

Tratamento

DATA DO RETORNO:

Queixas:

Leucorréia (“corrimento”):

Tempo:

Intensidade: (1) pouco

Aspecto:
Cor:
Odor:

Dor:

(1) até 7 dias

(1) fluido

(0) N&o

(2) pastoso

(0) N&o (1) Sim

(0) N&o (1) Sim

(2) 08-30 dias

(2) moderado

RETORNO

(1) Sim
(3) + 30 dias
(3) muito

(3) nédo sabe

(4) Nao sabe

(4) Nao sabe

(1) branco (2) amarelo (3) esverdeado (4) ndo sabe

Whiff test: (1) positivo (2) negativo (3) ndo realizado WHIFF ___
Teste de Schiller/Teste com Lugol: (1) positivo (2) negativo (3) ndo LUGOL __
realizado
PH__
Teste pHvaginal: (1)3,0a4,0 (2)4,0a5,0 (3)>5,0 (4) ndo
realizado
RESULTADOS DOS TESTES
Exame citopatolégico convencional (SUS-SISCAN): CITOSUS __
Exame citopatolégico meio liquido: CITOLIQ____
PCR para HPV: (1) positivo (2) negativo HPV____
Tipagem de HPV: (1) 16 (2) 18 (3)6/11 (4) outro HPVTP___
PCR Tempo real: (1) positivo (2) negativo RTHPV
Tipagem de HPV tempo REAL.: RTIPO __
Exame da microbiota vaginal (Gram):
Floral (0) N&o (1) Sim FLORAL1
Flora2 (0) Nao (1) Sim FLORA2
Vaginose Bacteriana 7e 8 (0) N&o (1) Sim VB78
Vaginose Bacteriana 9 e 10  (0) Nao (1) Sim VB910__
Candidiase  (0) Nao (1) Sim CAND__
Vaginose citolitica  (0) Nao (1) Sim VC__
Vaginite aerébia  (0) Nao (1) Sim VA__
Flora 1+PMN  (0) N&o (1) Sim FIPMN __
Outro OUTROG___
PCR para Chlamydia trachomatis (1) positivo (2) negativo CHLA

DATAR /

QLEUCOR2__
QTEMPO2 __
QINTEN2 __
QASPEC2___
QCOR2__
QODOR2___

DOR2
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Amenorréia: (1) Sim (2) Nao AMEN2
Dispareunia: (1) Sim (2) Nao DISPAR2
Prurido (1) Sim (2) Nao PRURIDO2____
OUTRA2
Outra queixa: (1) Sim (2) Ndo  Qual? QOUTRA2
Exame clinico: ELEUCOR?
Leucorréia:  (0) Nao (1) Sim —
Intensidade: (1) pouco (2) moderado (3) muito (4) Nao sabe EINTEN2 _
Aspecto: (1) fluido (2) pastoso (3) ndo sabe EASPECZ__
Cor: (1) branco (2) amarelo (3) esverdeado (4) ndo sabe ECORZ__
Odor (0) N&o (1) Sim EODOR2__
: ~ : EVULV2
Vulvit 0)Ndo (1) S —
ulvite (0) Nao (1) Sim ENDOC2_
Endocervicite (0) N&o (1) Sim ECTO2__
ELESO2__
Ectopia (0) Néo (1) Sim EOUTRO2__
Lesdo (0) Nao (1) Sim
Outros
WHIFF2
Exames clinicos: LUGOL2
Whiff test: (1) positivo (2) negativo (3) ndo realizado
PH2
Teste de Schiller/Teste com Lugol: (1) positivo (2) negativo (3) ndo
realizado
Teste pHvaginal: (1)3,0a4,0 (2)4,0a5,0 (3)>5,0 (4) ndo
realizado
Exame da microbiota vaginal (Gram):
Floral (0)N&ao (1) Sim FLORA12
Flora2 (0) Nao (1) Sim FLORA22
Vaginose Bacteriana 7e 8 (0) Nao (1) Sim VB782_
Vaginose Bacteriana9 e 10  (0) N&o (1) Sim VB9102__
Candidiase (0) Nao (1) Sim CAND2_
Vaginose citolitica  (0) Nao (1) Sim VC2__
Vaginite aerébia  (0) Nao (1) Sim VA2
Flora 1+PMN  (0) N&o (1) Sim FIPMN2
Outro OUTROG2

TRATAMENTO 2
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Citologia cérvico-vaginal em meio liquido e diagnéstico molecular de Papiloma Virus
Humano (HPV) e infecgdes sexualmente transmissiveis (ISTs) em mulheres em
atendidas na Rede Basica de Saude.

Pesquisador: GUSTAVO OLSZANSKI ACRANI

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 17632919.0.0000.5564

Instituigao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.736.932

Apresentacgao do Projeto:
O projeto trata de reapresentagao de protocolo de pesquisa em que haviam permanecido pendéncias éticas
de acordo com o parecer n° 3.501.252.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Determinar a prevaléncia de alteragdes em exames citolégicos de colo de utero, bem como sua relagédo com
a infecgdo pelo Papiloma Virus Humano

(HPV) e outras ISTs em mulheres em idade reprodutiva e implementar um método diagnéstico molecular
para HPV acessivel as mulheres atendidas

na Rede Basica de Saude.

Objetivo Secundario:

Determinar a frequéncia de alteragdes patolégicas em exames citolégicos em mulheres em idade
reprodutiva no municipio de Passo Fundo, RS.

Determinar os fatores sociais, demograficos e de saude associados as pacientes com alteragdes citolégicas.
Demonstrar a importancia do meio

liquido na preservacdo de amostras celulares para testes adicionais com sensibilidade adequada para
deteccdo de HPV e outras ISTs, como os

testes de PCR convencional e PCR em Tempo, uma vez que o Sistema Unico de Satde néo

Enderego: Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar

Bairro: Area Rural CEP: 89.815-899
UF: SC Municipio: CHAPECO
Telefone: (49)2049-3745 E-mail: cep.uffs@uffs.edu.br
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disponibiliza estas técnicas para a populagcao atendida

dentro do sistema.Padronizar ensaios de PCR convencional e em Tempo Real com sensibilidade adequada
para detecgcdo de HPV em amostras

provenientes de exame citolégico em meio liquido e demonstrar que a detectagdo do material genético viral
pode ser uma técnica acessivel para

triagem da populacdo.Detectar o material genético viral dos sorotipos mais importantes do virus: HPVs 16 e
18 (alto risco para cancer de colo de

utero) e HPVs 6 e 11 (baixo risco) por PCR convencional e Tempo Real.Avaliar a correlagdo entre exames
citopatologicos alterados e presenca de

HPV detectado por PCR convencional e Tempo Real. Detectar por método molecular (PCR) os
microrganismos comumente associados a flora

vaginal, assim como os potenciais patégenos associados a vaginose bacteriana isolados no exame
citolégico. Estimar a frequéncia dos diferentes

sorotipos de HPV na populagéo estudada. Identificar os fatores sociodemograficos e clinicos associados ao
diagnéstico positivo de HPV e de exame

citolégico alterado.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos deste projeto estdo relacionados a coleta para o exame citolégico, envolvendo possivel
desconforto, tontura, mal-estar e constrangimento.

Para minimizar estes riscos o procedimento de coleta sera realizado por profissionais capacitados, em
ambiente reservado e sem a presenca de

demais pessoas, permitindo a assisténcia necessaria durante e apés o procedimento. Se eventualmente os
riscos se concretizarem, por exemplo,

nos casos de desconforto, tonturas ou mal-estar a paciente sera posicionada deitada em uma maca e sera
procedida a afericdo de presséo arterial e

acompanhamento até normalizagdo, caso o mal-estar persista a paciente sera encaminhada a assisténcia
médica. Referente a aplicagéo do

questionario, para evitar constrangimentos, estes serdo executados por profissionais da area da saude,
sendo comunicado a paciente que esta

podera se abster de responder as perguntas. A entrevista sera realizada em sala isolada, minimizando os
riscos de constrangimento. Ademais, os

riscos deste projeto envolvem a divulgacéo de dados de identificacdo das pacientes. Para

Endereco: Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar
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Pagina 02 de 05



52

)) UNIVERSIDADE FEDERAL DA £ Plataforma
Oers FRONTEIRA SUL - UFFS %o"

Continuacéo do Parecer: 3.736.932

minimizar os riscos de quebra de sigilo os nomes e

numeros de documentos de identidade das pacientes nao serao divulgados em nenhum documento. Nomes
e variaveis referentes a cada paciente

serdo substituidos por nimeros no momento da divulgacédo dos resultados da pesquisa, de forma a néo
divulgar qualquer informagao referente a

amostra, que possa identificar os participantes. O arquivo contendo a planilha geral com os dados sera
manipulado em um Unico computador de uso

pessoal e de responsabilidade da equipe de pesquisa. No caso de os riscos se concretizarem o estudo sera
interrompido.

Beneficios:

Como beneficios podemos relatar que o diagnéstico especifico de presenga de HPV e o laudo do exame
citolégico € um importante exame

preventivo de cancer de colo do Utero. A paciente incluida no estudo sera informada especificamente em
relacdo ao exato virus que a infecta, o que

permitira ao médico um melhor tratamento, aliviando de maneira mais eficiente os sintomas deste paciente.
Ademais, a pesquisa trara como

beneficio indireto aos participantes, avaliar a frequéncia de exames citopatolégicos alterados, bem como sua
relagdo com as infecgdes pelo

Papiloma Virus Humano, com as neoplasias de colo uterino e sua distribuicdo no municipio de Passo
Fundo, RS. Dessa forma, sera possivel

planejar e executar medidas de promoc¢éao e prevencao de saude que mudem a incidéncia e o prognéstico
da doenca, de modo que todas as

pacientes possuam uma melhor qualidade de vida.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores realizaram as adequacgdes éticas, conforme apresentado em carta de pendéncias
anexada na Plataforma Brasil, bem como realizaram as alteragées nos espagos da PB.
Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Folha de rosto nova esta adequada

TCUDA esta adequado

TCLE novo esta adequado

Termo de Ciéncia da Instituicao esta adequado.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
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N&o ha impedimentos éticos.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador(a)

A partir desse momento o CEP passa a ser corresponsavel, em termos éticos, do seu projeto de pesquisa —
vide artigo X.3.9. da Resolugdo 466 de 12/12/2012.

Fique atento(a) para as suas obrigacdes junto a este CEP ao longo da realizagdo da sua pesquisa. Tenha
em mente a Resolugdo CNS 466 de 12/12/2012, a Norma Operacional CNS 001/2013 e o Capitulo Il da
Resolugdo CNS 251/1997. A pagina do CEP/UFFS apresenta alguns pontos no documento “Deveres do
Pesquisador”.

Lembre-se que:

1. No prazo maximo de 6 meses, a contar da emissao deste parecer consubstanciado, devera ser enviado
um relatério parcial a este CEP (via NOTIFICACAO, na Plataforma Brasil) referindo em que fase do projeto a
pesquisa se encontra. Veja modelo na pagina do CEP/UFFS. Um novo relatério parcial devera ser enviado
a cada 6 meses, até que seja enviado o relatério final.

2. Qualquer alteragdo que ocorra no decorrer da execucao do seu projeto e que ndo tenha sido prevista
deve ser imediatamente comunicada ao CEP por meio de EMENDA, na Plataforma Brasil. O ndo
cumprimento desta determinacado acarretara na suspensao ética do seu projeto.

3. Ao final da pesquisa devera ser encaminhado o relatério final por meio de NOTIFICACAO, na Plataforma
Brasil. Devera ser anexado comprovacgao de publicizagdao dos resultados. Veja modelo na pagina do
CEP/UFFS.

Em caso de duvida:

Contate o CEP/UFFS: (49) 2049-3745 (8:00 as 12:00 e 14:00 as 17:00) ou cep.uffs@uffs.edu.br;

Contate a Plataforma Brasil pelo telefone 136, opg¢do 8 e opgédo 9, solicitando ao atendente suporte
Plataforma Brasil das 08h as 20h, de segunda a sexta;

Contate a “central de suporte” da Plataforma Brasil, clicando no icone no canto superior direito da pagina
eletrénica da Plataforma Brasil. O atendimento & online.

Boa pesquisa!

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/11/2019 Aceito

do Projeto ROJETO_1395936.pdf 20:45:36

Qutros termo_ciencia_hsvp.pdf 27/11/2019 |GUSTAVO Aceito
20:45:13 | OLSZANSKI ACRANI

Outros TCUD.pdf 19/11/2019 | GUSTAVO Aceito
16:16:29 [ OLSZANSKI ACRANI

QOutros carta_resposta.pdf 14/11/2019 |GUSTAVO Aceito
15:20:25 [ OLSZANSKI ACRANI

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 14/11/2019 | GUSTAVO Aceito

Assentimento / 15:19:54 | OLSZANSKI ACRANI

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | projeto_completo_novo.pdf 14/11/2019 |GUSTAVO Aceito

Brochura 15:19:36 | OLSZANSKI ACRANI

Investigador

Folha de Rosto folha_rosto_nova.pdf 14/11/2019 |GUSTAVO Aceito
15:18:53 | OLSZANSKI ACRANI

Outros ficha_rotina.pdf 10/07/2019 |GUSTAVO Aceito
19:55:10 [ OLSZANSKI ACRANI

Outros Instrumento_coleta.pdf 10/07/2019 | GUSTAVO Aceito
19:54:45 | OLSZANSKI ACRANI

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

CHAPECO, 30 de Novembro de 2019

Assinado por:

Fabiane de Andrade Leite
(Coordenador(a))
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2.2 RELATORIO DE PESQUISA

O projeto de pesquisa intitulado “Prevaléncia de Chlamydia trachomatis em
mulheres atendidas pelo Sistema Unico de Salde (SUS)” tem como objetivo
determinar a prevaléncia de C. trachomatis por Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (RT-PCR) em mulheres atendidas no ambulatério de Ginecologia da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) e no ambulatério SUS do Hospital Sdo
Vicente de Paulo (HSVP) para realizacdo de exame de citologia cérvico-vaginal de rotina
ou por sintomas como lecorreia/prurido/queixas menstruais.

O projeto foi redigido no componente curricular de Trabalho de Curso I, no
primeiro semestre letivo de 2020, sob orientacdo da Profé. Dr2 Jossimara Polettini e
coorientacdo da Profé. Dré Caroline Rizzi e Proft. Ms? Daniela Augustin Silveira. O
presente estudo é um recorte de uma pesquisa maior intitulada ““Citologia cérvico-vaginal
em meio liquido e detec¢do de Papiloma Virus Humano (HPV), infec¢bes sexualmente
transmissiveis (ISTs) e alteracdo de microbiota vaginal em mulheres atendidas no Sistema
Unico de Saude”, aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP)
da UFFS sob parecer numero 3.501.252 (Anexo C do projeto).

Referente a coleta de dados, esta foi iniciada em 01 de novembro de 2020 com
previsdo de término para maio de 2021, tendo sido interrompida no dia 14 de dezembro
de 2020, devido a piora do quadro epidemioldgico de COVID-19 no estado do Rio Grande
do Sul. As amostras coletadas (11 amostras até dia 14/12/2020) foram encaminhadas ao
laboratério de Bioquimica da UFFS e analisadas por RT-PCR. Durante a coleta dos
questionarios, foi notada a dificuldade de resposta das pacientes em uma questdo
especifica (Vocé é sexualmente ativo?), tendo sido adaptada para melhor entendimento.

A coletada de dados teve retorno no dia 8 de fevereiro de 2021, na qual obteve-se
mais 2 amostras (13 amostras até dia 22/02/2021), contudo, foram novamente
interrompidas no dia 22 do mesmo més devido a grande piora no quadro epidemiol4gico
de COVID-19. Devido ao baixo fluxo de pacientes e a suspencdo dos atendimentos no
ambulatério de ginecologia da UFFS, uma solicitacdo de emenda para a inclusdo de
coletas no ambulatério SUS do Hospital S&o Vicente de Paulo foi enviado ao Comité de
Etica em Pesquisa da UFFS (CEP) em 12 de fevereiro de 2021, tendo aprovagio no dia
16 de fevereiro de 2021. As coletas estdo previstas para retorno em margo de 2021, com

mais este local disponivel, no intuito de aumentar o nimero de amostras.
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As coletas foram finalmente retomadas em 10 de maio de 2021 até final de junho
de 2021, tendo como resultado a amostra final de 22 participantes.

Devido ao nimero limitado e restrito de associagdes e relagdes somente com a
deteccdo da C. trachomatis, foi incluido no estudo a pesquisa para deteccédo e tipagem
06/11 e 16 de Papilomavirus Humano (HPV), cuja metodologia foi referenciada no artigo
cientifico, secdo 3 deste volume, e, também, esta descrita a seguir.

Para a deteccdo de DNA-HPV, foi empregada a técnica de PCR utilizando os
iniciadores MYQ09 e MY11, os quais flanqueiam uma regido do gene L1 do HPV, e que
gera um produto amplificado de 450 pares de base (pb), seguido de Nested-PCR com 0s
iniciadores GP5+/GP6+, que flanqueiam um fragmento interno a regido anterior, de
150pb, para ampliar a sensibilidade da reagdo. As reagdes foram realizadas em volume
final de 20 uL, composto por 10 uL de PCR Buffer 2x GoTaq® Green Master Mix
(Promega); 1,0 uL de cada primer na concentracdo de 10 uM; agua estéril q.s.p. € 2 uL
de cada amostra pesquisada. As incubacdes foram realizadas em termociclador com os
parametros de 95°C durante 5 minutos e 95°C durante 45 segundos para desnaturacao,
47,7°C durante 45 segundos para anelamento dos iniciadores e 72°C durante 1 minuto
para polimerizacdo, seguido de mais 44 ciclos idénticos ao descrito. Finalizando, a
temperatura de extens&o final foi de 72°C por 7 minutos.

Para a determinacdo dos tipos virais presentes nas amostras que apresentaram
positividade para DNA de HPV foi empregada a técnica de PCR-multiplex, utilizando
iniciadores especificos para os tipos 6 e 16. As reacdes foram realizadas com volume
final de 20 uL, seguindo a descricao anterior.

Em todas as reacOes realizadas foi utilizado um controle negativo, através da
substituicdo do acido nucleico por agua estéril, e um controle positivo contendo DNA
especifico para cada patdgeno, gentilmente cedidos pela Dra. Marcia Guimaraes da Silva,
do Laboratdrio de Imunopatologia da Relacdo Materno-Fetal, da Faculdade de Medicina
de Botucatu, UNESP.

Os dados obtidos pelo gquestionario foram duplamente digitados e validados em
banco criado no EpiData versdo 3.1 e, em seguida, transferidos para o programa
estatistico PSPP versdo 3.03 para a realiza¢do das analises (ambos de distribuicdo livre).
A partir dos dados analisados, foi feita a comparacao e discussdo com a literatura medica
mundial, resultando na producdo de um artigo cientifico contendo os resultados obtidos
no estudo, de acordo com os moldes da Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia
(ANEXO D).
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ANEXO D - InstrucGes para autores: Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia

A Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia (Rev Bras Ginecol Obstet.,
ISSN 1806-9339), publicagdo mensal de divulgacdo cientifica da Federacdo das
Sociedades de Ginecologia e Obstetricia (FEBRASGO), é dirigida a obstetras,
ginecologistas e profissionais de areas afins, com o propoésito de publicar resultados de
pesquisa sobre temas relevantes no campo da Ginecologia, Obstetricia e areas correlatas.
E aberta a contribuices nacionais e internacionais. A revista recebe submissdes apenas
no idioma inglés.

A revista on-line tem acesso aberto e gratuito. Instrucdes aos Autores Escopo e
Politica Todo o contetido do periddico, exceto onde esta identificado, esta licenciado sob
uma Licenca Creative Commons O material enviado para analise ndo pode ter sido
submetido simultaneamente a publicagio em outras revistas nem publicado
anteriormente. Na sele¢do dos manuscritos para publicacdo, sdo avaliadas originalidade,
relevancia do tema e qualidade da metodologia utilizada, além da adequagdo as normas
editoriais adotadas pela revista. O material publicado passa a ser propriedade intelectual
da Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia e da Febrasgo. Avaliacdo dos
manuscritos Os manuscritos submetidos a revista sao recebidos pelo Escritério Editorial,
que realiza a conferéncia das documentagdes obrigatdrias, bem como analisa se as normas
editoriais contidas nas Instru¢fes aos Autores foram cumpridas. Se 0 processo estiver em
conformidade, o manuscrito serd enviado ao EditorChefe que fard uma avaliacdo de
mérito do manuscrito submetido. Se o Editor-Chefe concluir que o trabalho esta em
condigdes cientificas e técnicas favoraveis, 0 manuscrito serd encaminhado aos Editores
Associados, que, por sua vez, designardo pareceristas (processo double mind) para avaliar
o trabalho. Os pareceres dos revisores e as instrucdes do editor serdo enviados para 0s
autores para que eles tomem conhecimento das alteracfes a serem introduzidas. Os
autores devem reenviar o texto com as modificacBes sugeridas no prazo solicitado. Ao
resubmeter o manuscrito, as corre¢des solicitadas devem estar em destaque no texto
(grifadas em amarelo). Em casos de ndo concordancia com as sugestdes, inclua as
observacdes nos balGes comentarios. Seja assertivo e pontual com a inquiri¢do, inclusive
sustentando a hip6tese com referéncias.

IMPORTANTE! Os Autores devem cumprir 0s prazos, visto que 0 nao
atendimento resultard atraso de sua publicacdo ou até mesmo no arquivamento do
processo. Os autores podem solicitar em qualquer ponto do processo de anélise e edi¢do
do texto a sustacdo do processo e a retirada do trabalho, exceto quando o manuscrito
estiver aceito para publicacdo. Os conceitos e as declara¢fes contidos nos artigos séo de
responsabilidade dos autores. Diretrizes Como Visdo, a RBGO pretende se tornar um
periddico reconhecido internacionalmente como referéncia de pesquisas em Ginecologia
e Obstetricia, tornando se uma das principais revistas da especialidade no ranking
mundial. RBGO devera ser em veiculo cientifico essencial para os programas de pos-
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graduacdo no Brasil, na divulgacdo da producdo cientifica de alunos e
orientadores/pesquisadores. A RBGO tem como Missdo contribuir para o
desenvolvimento da pesquisa brasileira em Ginecologia e Obstetricia, assim como
auxiliar os alunos de pés-graduacéo e jovens pesquisadores no aprimoramento de sua
capacitacdo cientifica e como 6rgéo facilitador da divulgacdo dos resultados de suas
pesquisas, que possam contribuir para a melhoria da assisténcia e da qualidade de vida da
mulher. Os Valores cultivados por RBGO serdo sempre a inovagao € 0 Compromisso com
a qualidade, em respeito & Etica na pesquisa e nas suas edi¢oes.

Ao submeter um manuscrito 8 RBGO anexe os documentos listados abaixo na
plataforma de submissdo ScholarOne. Cabe ressaltar que o ndo encaminhamento resultara
no cancelamento do processo submetido. Documentacao obrigatoria para a submissao
online:

e Autorizagdo de transferéncia dos direitos autorais assinada por todos 0s
autores (escaneada e anexada como documento suplementar) Modelo;

e Em conformidade com o capitulo XI1.2 da Res. CNS 466/2012, no Brasil,
pesquisas envolvendo seres humanos necessitam informar o nimero do
registro referente ao Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica
(CAAE) ou o0 nimero do parecer de aprovacao da pesquisa (CEP/CONEP)
no Comité de Etica. Manuscritos internacionais devem apresentar a
documentacao ética local para seguirem no processo de submissao;

e Cartade Apresentacdo (Cover Letter): devera ser redigida com o propésito
de justificar a publicacdo. Deve- se identificar os autores, a titulacdo da
equipe que pretende publicar, instituicdo de origem dos autores e a
intencdo de publicacéo;

e Pagina de Titulo;

e Manuscrito

e P4gina do titulo: no idioma inglés, com no maximo 18 palavras;

e Nome completo, sem abreviacdes, dos autores e o Orcid ID;

e Autor correspondente (Nome completo, enderego profissional de
correspondéncia e e-mail para contato);

e Afiliacdo Institucional de cada autor. Exemplo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, SP, Brasil.

e Conflitos de interesse: os autores devem informar quaisquer potenciais
conflitos de interesse seja ele politico, econdbmico, de recursos para
execucdo da pesquisa ou de propriedade intelectual;

e Agradecimentos: 0s agradecimentos ficam restritos as pessoas e
instituicdes que contribuiram de maneira relevante, para o
desenvolvimento da pesquisa. Qualquer apoio financeiro seja ele oriundo
de 6rgéos de fomento ou empresas privadas deve ser mencionado na se¢éo
Agradecimentos. A RBGO, para os autores Brasileiros, solicita que os
financiamentos das agéncias CNPq, Capes, FAPESP entre outras, sejam
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obrigatoriamente mencionadas com o numero do processo da pesquisa ou
de bolsas concedidas.

e Contribuicdes: conforme os critérios de autoria cientifica do International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), o crédito de autoria deve
ser fundamentado em trés condicbes que devem ser atendidas
integralmente: 1. Contribuicbes substanciais para concepgdo e
delineamento, coleta de dados ou andlise e interpretacdo dos dados; 2.
Redacéo do artigo ou revisdo critica relevante do contetido intelectual e 3.
Aprovacao final da versédo a ser publicada.

Titulo:

Ao escrever um artigo cientifico, o pesquisador deve se atentar na elaboragéo do titulo do
manuscrito. O titulo é o cartdo de visitas de qualquer publicacdo. Deve ser elaborado com
muito cuidado e de preferéncia escrito apenas ap0s a finaliza¢do do artigo. Um bom titulo
é aquele que descreve adequadamente o contetido do manuscrito. Geralmente, ele ndo é
uma frase, pois ndo contém o sujeito, além de verbos e objetos arranjados. Os titulos
raramente devem conter abreviacGes, formulas quimicas, adjetivos acessivos, nome de
cidades entre outros. O titulo dos manuscritos submetidos &8 RBGO deve conter no
maximo 18 palavras.

Resumo:

O resumo deve fornecer o contexto ou a base para o estudo e deve estabelecer os objetivos
do estudo, os procedimentos basicos, 0s principais resultados e as principais conclusoes.
Deve enfatizar aspectos novos e importantes do estudo ou das observacdes. Pelo fato de
0S resumos serem a Unica parte substantiva do artigo indexada em muitas bases de dados
eletrbnicas, os autores devem cuidar para que os resumos reflitam o contetdo do artigo
de modo preciso e destacar. No Resumo nao utilize abreviac@es, simbolos e referéncias.
No caso de artigos originais oriundos de ensaios clinicos, os autores devem informar o
namero de registro ao término da redacao.

Resumo informativo, do tipo estruturado, de artigo original:

Os resumos dos artigos originais submetidos a RBGO devem ser, obrigatoriamente,
estruturados em quatro se¢Bes e conter no méaximo 250 palavras: Objetivo: O que foi
feito; a questdo formulada pelo investigador. Métodos: Como foi feito; o método,
incluindo o material usado para alcancar o objetivo. Resultados: O que foi encontrado, o
achado principal e, se necessario, 0s achados secundarios. Conclusdo: O que foi
concluido; a resposta para a questdo formulada.

Palavras-chave:

As palavras-chave de um trabalho cientifico indicam o conteudo tematico do texto que
representam. Dentre os objetivos dos termos mencionados considera-se como principais
a identificacdo do conteudo tematico, a indexacdo do trabalho nas bases de dados e a
rapida localizacdo e recuperacdo do conteddo. Os sistemas de palavras-chave utilizados
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pela RBGO sdo o DeCS (Descritores em Ciéncias da Saude — Indexador Lilacs) e 0 MeSH
(Medical Subject Headings — Indexador MEDLINE-PubMed). Por gentileza, escolha
cinco descritores que representem o seu trabalho nestas plataformas.

Corpo do manuscrito (Os manuscritos submetidos a RBGO devem possuir no
maximo 4000 palavras, sendo que as tabelas, quadros e figuras da se¢cdo Resultados
n&o séo contabilizados, bem como as Referéncias).

Introducdo:

A secdo Introducdo de um artigo cientifico tem por finalidade informar o que foi
pesquisado e o porqué da investigacdo. E a parte do artigo que prepara o leitor para
entender a investigacdo e a justificativa de sua realizacdo. O contetdo a ser informado
nesta secdo deve fornecer contexto ou base para o estudo (isto €, a natureza do problema
e a sua importancia); declarar o proposito especifico, o objetivo de pesquisa ou a hipdtese
testada no estudo ou observacgédo. O objetivo de pesquisa normalmente tem um foco mais
preciso quando é formulado como uma pergunta. Tanto os objetivos principais quanto o0s
secundarios devem estar claros e quaisquer analises em um subgrupo pré-especificados
devem ser descritas; dar somente referéncias estritamente pertinentes e ndo incluir dados
ou conclusdes do trabalho que esta sendo relatado.

Métodos:

Me¢étodos, segundo o dicionario Houaiss, “é um processo organizado, 16gico e sistematico

de pesquisa”. Método compreende o material e os procedimentos adotados na pesquisa
de modo a poder responder a questdo central de investigacdo. Estruture a secdo Métodos
da RBGO iniciando pelo tipo de delineamento do estudo; o cenario da pesquisa (local e
a época em que se desenrolou); a amostra de participantes; a coleta de dados; a
intervencdo a ser avaliada (se houver) e também a intervencao alternativa; os métodos
estatisticos empregados e os aspectos éticos de investigacdo. Ao pensar na redacdo do
delineamento do estudo reflita se o delineamento é apropriado para alcangar o objetivo
da investigacdo, se a analise dos dados reflete o delineamento e se foi alcangado o que se
esperava com 0 uso daquele delineamento para pesquisar o tema. A seguir 0S
delineamentos utilizados em pesquisa clinica ou epidemioldgica e que deverdo constar na
secdo Métodos do manuscrito enviado a RBGO:

e Estudo Transversal (Ou Seccional): Investigacdo para determinar prevaléncia;
para examinar a relacdo entre eventos (exposi¢do, doenga e outras variaveis de
interesse), em um determinado momento. Os dados sobre causa e efeito s@o
coletados simultaneamente: por exemplo, a série de casos € comparada com 0s
pacientes de anos anteriores.

IMPORTANTE! A RBGO aderiu a iniciativa do International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE) e da Rede EQUATOR destinadas ao aperfeicoamento da
apresentacdo dos resultados de pesquisas.
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Estudos observacionais em epidemiologia: http://www.equator-network.org/reporting-
guidelines/strobe/

Resultados:

O proposito da secdo Resultados é mostrar o que foi encontrado na pesquisa. S&o os dados
originais obtidos e sintetizados pelo autor, com o intuito de fornecer resposta a questdo
gue motivou a investigacdo. Para a redacdo da secdo, apresente os resultados em
sequéncia logica no texto, nas tabelas e nas ilustragdes, mencionando primeiro os achados
mais importantes. Nao repita no texto todas as informagdes das tabelas ou ilustracoes;
enfatize ou resuma apenas observagdes importantes. Materiais adicionais ou
suplementares e detalhes técnicos podem ser colocados em um apéndice, no qual estardo
acessiveis, mas ndo interromperao o fluxo do texto. Como alternativa, essas informacgdes
podem ser publicadas apenas na versdo eletronica da Revista. Quando os dados sdo
resumidos na secdo resultado, dar os resultados numéricos ndo apenas em valores
derivados (por exemplo, percentuais), mas também em valores absolutos, a partir dos
quais os derivados foram calculados, e especificar os métodos estatisticos usados para
analisa-los. Use apenas as tabelas e figuras necessarias para explicar o argumento do
trabalho e para avaliar o seu embasamento. Quando for cientificamente apropriado, as
analises dos dados com variaveis tais como idade e sexo devem ser incluidas. N&o
ultrapasse o limite de no maximo cinco tabelas, cinco quadros ou cinco figuras. As
tabelas, quadros e/ou figuras devem ser inclusas no corpo do manuscrito e nédo
contabilizam o limite solicitado de 4000 palavras.

Discussao:

Na se¢do Discussdo enfatize os aspectos novos e importantes do estudo e as conclusdes
deles derivadas. N&o repita detalhadamente dados ou outras informacgdes apresentadas
nas secdes de introducdo ou de resultados. Para estudos experimentais, é (til iniciar a
discussdo resumindo brevemente os principais achados, comparar e contrastar 0s
resultados com outros estudos relevantes, declarar as limitagdes do estudo e explorar as
implicacdes dos achados para pesquisas futuras e para a pratica clinica. Evite alegar
precedéncia e aludir a trabalhos que ndo estejam completos. N&o discuta dados que nao
sdo diretamente relacionados aos resultados da pesquisa apresentada. Proponha novas
hip6teses quando justificavel, mas qualifica-las claramente como tal. No ultimo paréagrafo
da secdo Discussdo informe qual a informacdo do seu trabalho que contribui
relativamente para o avan¢o-novo conhecimento.

Conclusao:

A secdo Conclusédo tem por funcéo relacionar as conclusées com os objetivos do estudo,
mas o autor deve evitar afirmages sem embasamento e conclusdes que ndo tenham
sustentacdo adequada pelos dados. Em especial, os autores devem evitar fazer afirmacdes
sobre beneficios econdmicos e custos, a menos que seu original inclua andlises
econémicas e dados apropriados.
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Referéncias:

Uma pesquisa € fundamentada nos resultados de outras que a antecederam. Uma vez
publicada, passa a ser apoio para trabalhos futuros sobre o tema. No relato que faz de sua
pesquisa, 0 autor assinala os trabalhos consultados que julga pertinente informar aos
leitores, dai a importancia de escolher boas Referéncias. As referéncias adequadamente
escolhidas déo credibilidade ao relato. Elas sdo fonte de convencimento do leitor da
validade dos fatos e argumentos apresentados. Atencao! Para 0s manuscritos submetidos
a RBGO, os autores devem numerar as referéncias por ordem de entrada no trabalho e
usar esses nimeros para as citacdes no texto. Evite 0 nUmero excessivo de referéncias,
selecionando as mais relevantes para cada afirmacdo e dando preferéncia para os
trabalhos mais recentes. Ndo empregar citacdes de dificil acesso, como resumos de
trabalhos apresentados em congressos, teses ou publicacdes de circulagéo restrita (ndo
indexados). Busque citar as referéncias primarias e convencionais (artigos em periodicos
cientificos e os livros-textos). Ndo empregue referéncias do tipo "observacbes nao
publicadas™ e "comunicacdo pessoal”. Publica¢fes dos autores (autocitagdo) devem ser
empregadas apenas se houver necessidade clara e forem relacionadas ao tema. Nesse
caso, incluir entre as referéncias bibliograficas apenas trabalhos originais publicados em
periddicos regulares (ndo citar capitulos ou revisdes). O numero de referéncias deve ser
de 35, exceto para artigos de revisdo. Os autores sdo responsaveis pela exatiddo dos dados
constantes das referéncias.

Para formatar as suas referéncias, consulte o Vancouver.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

Citologia cervical em meio liquido e conteddo vaginal: determinacdo de
anormalidades citoldgicas, perfil da microbiota e deteccdo de Chlamydia trachomatis
e Papilomavirus Humano.

Liquid-based cervical cytology and vaginal content: determination of cytology
abnormalities, microbiota profile and Chlamydia trachomatis and Human Papillomavirus
detection

Maria Eduarda Lémes Mora?, Caroline Rizzi?, Daniela Augustin Silveira?, Jossimara
Polettini?

1 Académica, Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Passo Fundo — RS.
2 Docente, Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Passo Fundo — RS.

Autor correspondente:
Maria Eduarda Lémes Mora

mariaeduardalemesmora@gmail.com

Resumo

Objetivos: determinar alteracGes citoldgicas cervicais, padrdo de microbiota vaginal e
detectar a presenca de Chlamydia trachomatis e Papilomavirus Humano em mulheres
atendidas pelo Sistema Unico de Salde (SUS). Metodologia: estudo transversal,
realizado em Passo Fundo-RS de novembro de 2020 a junho de 2021 com mulheres que
foram submetidas a exame especular para a coleta de contetddo cérvico-vaginal em meio
liquido para determinacdo de alteracdes citoldgicas por meio de coloragdo de Papanicolau
e coleta de swab vaginal para avaliacdo de microbiota vaginal por meio de coloracgao de
Gram e escore de Nugent. Os dados sociodemograficos e clinicos foram obtidos por
questionario padronizado. A presenca de C. trachomatis foi detectada por meio de Reacéo
em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) e a deteccdo e tipagem 06 e 16 de
HPV foram determinadas por PCR convencional. Os dados foram descritos em
frequéncias e as analises de relagio das variaveis foram realizadas por teste X?, com nivel
de significancia de 5%. Resultados: Foram incluidas 22 mulheres no periodo do estudo,
com idade média de 37,23 +10,71 anos, predominantemente brancas, que sabem ler e

escrever e apresentam apenas 1 parceiro sexual no ultimo ano. A microbiota vaginal
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predominante foi a flora com padrao normal (Flora I) (40,9%). Em relacéo a citologia em
meio liquido, a maioria das mulheres apresentou auséncia de neoplasia, contudo foi
determinada a lesdo percussora de neoplasia cervical (NICI/LSIL), ASC-H e ASC-US,
ambas em uma amostra cada (4,5%). A positividade de C. trachomatis foi observada em
4,5% da amostra, ja a positividade de HPV apresentou-se em 42,8% das mulheres, sendo
predominante o HPV do tipo 06 em 14,2% dos casos. Concluséo: A frequéncia de
alteragOes citologicas e presenca de C. trachomatis sdo baixas em mulheres com idade
reprodutiva atendidas no SUS, enquanto a positividade para HPV é alta em mulheres
assintomaticas, e parece associar-se as alteracdes de microbiota vaginal, como a vaginose

bacteriana.

Palavras-chave: DNA. Saude da Mulher. Ginecologia. Reacdo em Cadeia da Polimerase.

Técnicas Laboratoriais Clinicas.

Abstract:

Objectives: to determine cervical cytological changes, vaginal microbiota pattern and
detect the presence of Chlamydia trachomatis and Human Papillomavirus (HPV) in
women assisted by Health Unic System (SUS) of Brazil. Methodology: cross-sectional
study, carried out in Passo Fundo-RS from November 2020 to June 2021 with women
who underwent specular examination for collection of cervical-vaginal contents in liquid
medium was performed to determine cytological changes by means of Pap smear staining
and vaginal swab collection for evaluation of vaginal microbiota by means of Gram
staining and Nugent Score. Sociodemographic and clinical data were obtained through a
standardized questionnaire. The presence of C. trachomatis was detected by Real Time
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and the detection and typing 06 and 16 of HPV
were determined by conventional PCR. The data were obtained in frequencies and the
analysis of the relationship of the variables were performed using the X2 test, with a
significance level of 5%. Results: Twenty-two women were included during the study
period, with a mean age of 37.23 £ 10.71 years, predominantly white, who could read and
write and had only 1 sexual partner in the last year. Predominant vaginal microbiota of
flora with a normal pattern (Flora 1) (40.9%). Regarding liquid-based cytology, most
women present absence of neoplasia, however provided the percussive lesion of cervical
neoplasia (NICI / LSIL), ASC-H and ASC-US, both in one sample each (4.5% ) The

positivity of C. trachomatis was observed in 4.5% of the sample, while the positivity of
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HPV was presented in 42.8% of the women, with type 06 HPV being predominant in
14.2% of the cases. Conclusion: The frequency of cytological changes and C.
trachomatis presence are low in women of reproductive age assisted by SUS, while HPV
positivity is high and might be associated with changes in vaginal microbiota, as bacterial

vaginosis.

Key-words: DNA. Women’s Health. Gynecology. Polymerase Chain Reaction. Clinical

Laboratory Techniques.

Introducéo

A microbiota vaginal é composta por microrganismos em relacdo mutualistica
com o hospedeiro, 0s quais sdo responsaveis pela primeira linha de defesa contra a
infecgdo por patdgenos oportunistas. Ao longo da vida de uma mulher, essa microbiota é
dindmica e sofre mudancas, as quais estdo associadas aos periodos reprodutivos de
transicdo, como a puberdade e a menopausa (1).

O microambiente vaginal, ecossistema complexo, tem seu conteudo formado por
agua, colesterol, lipideos, mucina, carboidratos, aminoacidos, proteinas e sais
inorganicos. As bactérias predominantes na vagina de mulheres saudaveis em idade
reprodutiva sdo os Lactobacillus, que produzem o &cido lactico, mantendo o pH acido da
vagina, o qual inibe o crescimento dos microrganismos nao residentes, reduzindo a
biovulnerabilidade do trato genital superior a patdgenos. O estrogénio (horménio sexual
feminino) é responsavel pela manutencao dessa microbiota, promovendo a producédo de
glicogénio pelas células do epitélio vaginal, que nutre os lactobacilos. Outras bactérias,
como estreptococos, anaerébios e gram-negativas, também sdo encontradas na vagina,
porém em menor quantidade. Qualquer alteracdo desse equilibrio, também chamado de
disbiose, favorece a proliferacdo de agentes patogénicos (2). Nesse contexto, destaca-se
maior vulnerabilidade para aquisi¢do de infeccBes sexualmente transmissiveis (ISTS)
(3).

As alteracdes de microbiota vaginal podem ser visualizadas sob microscopia
oOptica por meio da coloracdo de Gram, a qual identifica os morfotipos bacterianos
presentes, que podem ser pontuados no escore de Nugent para estabelecer o diagnostico
de vaginose bacteriana (VB), dentre outros. Ja clinicamente, a VB pode ser identificada
através dos critérios de Amsel que avaliam corrimento vaginal, mau cheiro, presenca de

células indicadoras (clue cells) e pH >4,5 (1,4,5).
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Com advento de técnicas de sequenciamento genético, verificou-se que a
microbiota vaginal pode ser classificada em comunidades de acordo com a prevaléncia
de diferentes espécies agrupadas pelos morfotipos. Assim, confirmou-se que a condicéo
polimicrobiana da VB é semelhante a comunidade 1V, a qual € definida por uma perda
de Lactobacillus spp., com presenca de anaerobios estritos e pode se apresentar com
sintomas clinicos associados, incluindo aumento de conteudo, odor e irritacdo vaginal
(1,6).

Embora a presenca de uma comunidade 1V possa ser assintomatica em algumas
mulheres, ela ainda esta associada a um risco significativamente aumentado de infeccao
por outros microrganismos, por interferir na resposta imune e barreira a patdgenos (7).

Nesse contexto, observa-se que a VB € um dos principais fatores de risco
associados a infeccdo por Chlamydia trachomatis (8). Nessa infeccdo, a producdo de
interferon (IFN) -y é essencial para a eliminagdo da bactéria, porém, os anaerobios e
anaerdbios estritos contidos na VB, permitem que a clamidia produza triptofano,
contornando assim o0 mecanismo de defesa de interferon do hospedeiro e estabelecendo
uma infeccdo de longo prazo (1).

Adicionalmente a infeccdo clamidiana, o Papilomavirus Humano (HPV) contribui
como causa mais frequente de infecgbes sexualmente transmissiveis (ISTs) em escala
global (9,10). Ambos compartilham fatores de risco comuns, como idade jovem (15 a 24
anos), multiplos parceiros sexuais e histéria prévia de IST, e em aproximadamente 80 —
90% das mulheres essas infecces apresentam-se como doencas assintomaticas. Ademais,
a presenca de infeccdo por C. trachomatis pode predispor a uma infecgdo por HPV com
risco aumentado de mais de 2 vezes, e, inversamente, a presenca de HPV também duplica
o risco de infec¢do clamidiana, o que ressalta que o rastreamento da infeccdo matua pode
representar uma intervencdo preventiva para resultados graves de saude reprodutiva,
como cancer cervical e infertilidade (11), ou mesmo contribuir para a persisténcia do virus
(10,12,13). Sabe-se que a persisténcia de microrganismos pode desencadear mecanismos
de carcinogénese em diversos sistemas (14), portanto, com a falta de sintomas e o
consequente ndo tratamento de ISTs, ocorre a infecgdo cronica e a persisténcia dos
patdgenos, cujas principais complicagcfes sdo o desenvolvimento de lesbes cervicais que
podem progredir para malignidade e sequelas graves do trato reprodutivo (10).

Varios estudos recentes apresentaram evidéncias que a composic¢ao da microbiota

vaginal desempenha um papel fundamental na suscetibilidade a infeccGes genitais
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causadas por HPV e C. trachomatis (3,10), os quais, por sua vez, podem contribuir para
alteracOes citoldgicas cérvico-vaginais.

A citologia cérvico-vaginal ¢ um método de grande importancia para o
diagnostico e prevencédo das alteragdes citologicas compativeis com infec¢édo por HPV.
Existem duas metodologias de coleta desse conteudo: coleta convencional, na qual o
material é distendido diretamente na Iamina, fixado imediatamente e encaminhado a
coloracdo de Papanicolau; e a coleta em meio liquido, que tem apresentado vantagens
quanto a qualidade de representacdo das células epiteliais a serem analisadas (15). O
Sistema Unico de Satde Brasileiro (SUS) utiliza 0 método convencional, que apresenta
alta sensibilidade, porém muitas amostras ndo apresentam representatividade de células
epiteliais endocervicais, que séo os alvos das infeccdes pelo HPV, apresentando assim,
especificidade reduzida e menor concordancia cito-histolégica. Além disso, a pesquisa de
outros agentes ndo pode ser realizada uma vez que o contelido coletado é descartado apds
disposigéo na lamina (16,17).

Considera-se que 0 objetivo do rastreio citopatoldgico é identificar as lesdes
precursoras do cancer de colo de Utero, para detectar a probabilidade de encontrar tais
doencas quando uma mulher apresenta o diagnostico citopatoldgico de atipia em células
epiteliais. Contudo, o0 exame preventivo convencional permite a visualizagdo de
alteracOes celulares e teciduais causadas pela infecgdo do virus, mas ndo permite sua
deteccdo. Assim, apenas o0s testes moleculares podem comprovar a presenca e fazer a
identificacdo do DNA viral (18).

Por preservar a viabilidade celular, ao contrério da citologia convencional, a
citologia em meio liquido permite a identificacdo e deteccdo de HPV e de outros
microrganismos, como Lactobacillus spp., Gardnerella vaginalis e Chlamydia
trachomatis, entre outros. Nas Ultimas décadas os testes moleculares, baseados na
tecnologia de amplificacdo de acidos nucléicos (NAAT) tem sido o avango mais
importante no campo do diagnéstico de microrganismos. Os métodos moleculares sdo
elaborados em testes baseados no reconhecimento direto de sequéncias de DNA e RNA.
Dentre tais tecnologias destaca-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a Reagéo
em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) (19).

Dessa forma, considerando a importancia do rastreamento de lesées precursoras
no colo do Gtero, bem como o papel de microrganismos no desencadeamento de tais
lesbes e no desbalango imune da regido cérvico-vaginal, o presente estudo tem como

objetivo determinar as alteracBes citopatologicas, caracterizar a microbiota vaginal e
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detectar a presenca de HPV e C. trachomatis, comparando os achados com a citologia
cérvico-vaginal em meio liquido, de mulheres atendidas pelo Sistema Unico de Satde
(SUS). Além disso, caracterizar sociodemograficamente e comportalmente a amostra.

Métodos

Estudo transversal, realizado no periodo de novembro de 2020 a junho de 2021
no ambulatério de Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS) e no ambulatério SUS do Hospital S&o Vicente de Paulo (HSVP), na cidade de
Passo Fundo, RS. Ambos os ambulatérios fazem parte do Sistema Unico de Sadde (SUS)
e atendem pacientes via sistema SISCAN/SISCOLO, Ministério da Saude, Brasil.

A populagéo do estudo foi composta de mulheres com idade entre 18 anos e 64
anos, ndo gestantes, atendidas no ambulatério para realizacdo de exame de citologia
cérvico-vaginal e/ou que buscavam atendimento por leucorreia/prurido/queixas
menstruais, e que foram submetidas ao exame especular. Foram incluidas as mulheres
que ndo estavam em uso de antibidticos por pelo menos 40 dias e as que estivessem em
abstinéncia sexual de pelo menos 72 horas.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
UFFS sob parecer nimero 3.501.252, atendendo a Resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude. As pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e responderam a um questionario padronizado, pré-testado e pré-codificado
desenvolvido especificamente para este estudo, contendo questdes sociodemogréaficas
(idade, se sabe ler e escrever e quantos anos de estudo, completos e com aprovacdo, ter
ou ndo companheiro, renda familiar média) e de satde (habito tabagista, idade da primeira
relagdo sexual, atividade sexual, niUmero de parceiros sexuais nos ultimos 12 meses, uso
de contraceptivos, infeccdes genitais prévias). As pacientes foram examinadas de acordo
com protocolo ginecoldgico padrdo e submetidas ao exame citologico (Papanicolau) em
sala reservada com privacidade garantida. Alternativamente ao exame convencional,
amostras cérvico-vaginais foram também coletadas em meio liquido e encaminhadas para
analise citoldgica e molecular para pesquisa dos microrganismos de interesse.

Durante a consulta ginecolégica foi realizado um exame especular, empregando-
se 0 espéculo bi-valvo de Collins esterilizado e isento de qualquer lubrificante para
afastamento das paredes vaginais. As amostras cérvico-vaginais foram obtidas pela

técnica de citologia em meio liquido CellPreserv® (Kolplast) e processadas no
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Laboratorio de Patologia do Hospital Sdo Vicente de Paulo, seguindo protocolo padrdo
do sistema automatizado ThinPrep 2000 system LBC slide, com uso de laminas
CellPreserv e posterior coloragdo pelo método de Papanicolau. As amostras foram
classificadas de acordo com a nomenclatura brasileira para laudos cervicais, adaptada do
Sistema de Bethesda de 2001.

Previamente a preparacdo das ldminas para avaliacéo citoldgica coletada em meio
liquido, 1mL do contetdo coletado foi separado em microtubo para posterior extracdo de
DNA e pesquisa de C. trachomatis e HPV. A subsequente extracdo de DNA total foi
realizada utilizando-se o Kit NucleoSpin® Blood (Macherey-Nagel, Diren, GE) para a
purificacdo de DNA seguindo as instrucbes do fabricante. A extracdo do DNA das
amostras estudadas foi verificada pela amplificacdo do gene constitutivo da [3-globina,
seguindo protocolo previamente descrito (20).

O DNA extraido foi armazenado a -20° C até sua utilizacdo na deteccdo dos
patégenos, C. trachomatis e HPV, pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (RT-PCR) e PCR convencional, respectivamente.

Para a deteccdo de C. trachomatis, as corridas de RT-PCR foram realizadas em
volume final de 20 uL, composto por 10 uL de 2x gPCRBIO SyGreen Mix (PCR
Biosystems Inc, London, UK); 1,0 uL de cada primer especifico na concentracdo de 10
uM; &gua estéril g.s.p. e 2 uL de cada amostra de DNA pesquisada. Os iniciadores
utilizados foram: CTPL6.1F 5’-AGAGTACATCGGTCAACGA-3’ ¢ CTPL6.2R 5’-
TCACAGCGGTTGCTCGAAGCA-3* (21). As incubacdes foram realizadas em
termociclador QlAquant 96 5plex (Qiagen, Hilden, GE). As reagdes seguiram oS
seguintes parametros: 95°C por 3min, e 40 ciclos de 95°C por 5seg e 60°C por 30seg. A
curva de dissociacdo (melting) foi gerada para verificar eficiéncia dos iniciadores.

Nos casos positivos para C. trachomatis, os tratamentos foram realizados de
acordo com o recomendado pelo CDC (2016). O controle de cura dessas condicGes foi
realizado 45 dias ap0ds o término do tratamento, através da reconvocacdo da paciente para
reavaliacdo dos exames propostos.

Para a deteccdo de DNA-HPV, foi empregada a técnica de PCR utilizando os
iniciadores MY09 e MY11, os quais flanqueiam uma regido do gene L1 do HPV, e que
gera um produto amplificado de 450 pares de base (pb), seguido de Nested-PCR com 0s
iniciadores GP5+/GP6+, que flanqueiam um fragmento interno a regido anterior, de
150pb, para ampliar a sensibilidade da reacdo (22). As reacdes foram realizadas em

volume final de 20 uL, composto por 10 uL de PCR Buffer 2x GoTaq® Green Master Mix
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(Promega); 1,0 uL de cada primer na concentracdo de 10 uM; agua estéril q.s.p. € 2 uL
de cada amostra pesquisada. As incubacdes foram realizadas em termociclador com os
parametros de 95°C durante 5 minutos e 95°C durante 45 segundos para desnaturacgéo,
47,7°C durante 45 segundos para anelamento dos iniciadores e 72°C durante 1 minuto
para polimerizacdo, seguido de mais 44 ciclos idénticos ao descrito. Finalizando, a
temperatura de extens&o final foi de 72°C por 7 minutos.

Para a determinacdo dos tipos virais presentes nas amostras que apresentaram
positividade para DNA de HPV foi empregada a técnica de PCR-multiplex, utilizando
iniciadores especificos para os tipos 6/11 e 16 (23). As reacGes foram realizadas com
volume final de 20 uL, seguindo a descri¢do anterior.

Em todas as reacOes realizadas foi utilizado um controle negativo, através da
substituicdo do acido nucleico por agua estéril, e um controle positivo contendo DNA
especifico para cada patdgeno, gentilmente cedidos pela Dra. Marcia Guimaraes da Silva,
do Laboratdrio de Imunopatologia da Relagdo Materno-Fetal, da Faculdade de Medicina
de Botucatu, UNESP.

Para a determinacdo do padréo e das alteracdes de microbiota vaginal foi utilizado
o esfregaco de contetdo vaginal, as quais foram coradas com coloracdo de Gram e
visualizadas sob microscopia Optica. A classificacdo do padrdo de microbiota observado
foi realizada por meio do Escore de Nugent (4).

Os dados dos questionarios e os laudos dos resultados dos exames de PCR foram
digitados duplamente em uma planilha eletrdnica. A analise estatistica descritiva
consistiu-se de distribuicdo de frequéncias (prevaléncia das variaveis dependentes e
proporcdes das variaveis independentes). Considerou-se as seguintes varidveis
dependentes: citologia cervical em meio liquido e padrdes de microbiota vaginal; como
varidveis independentes: idade, raca, companheiro, em atividade remunerada ou nao,
religido, menarca, sexarca, presenca de HPV e presenca de Chlamydia trachomatis. Para
a andlise da distribuicdo das frequéncias das varidveis entre dois diferentes grupos foi
empregado o Teste de Qui-quadrado, realizado no programa de analises estatisticas PSPP

(distribuicdo livre), considerando-se o nivel de significancia estatistica de 5%.

Resultados
Andlise descritiva das caracteristicas sociodemograficas, comportamentais e de satde
A amostra final foi constituida de 22 participantes, com média de idade de 37,2

10,7 anos, sendo sua maioria composta por mulheres de cor da pele branca (81,8%), que
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sabem ler e escrever (95,5%), que possuem companheiro (86,4%), que trabalham ou estédo
em beneficio (68,2%) e catolicas (63,6%). A caracterizacdo sociodemografica esta
disposta na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacdo de uma amostra de mulheres submetidas ao exame especular
atendidas pelo Sistema Unico de Satde (SUS) em dois ambulatérios de Passo Fundo, RS, 2021
(n=22).

Caracteristicas Sociodemogréaficas

Variaveis n %
Idade
18-44 anos (ldade Reprodutiva) 17 77,3
45-64 anos 5 22,7
Raca
Branca 18 81,8
Né&o Branca 4 18,2
Sabe ler e escrever
Sim 21 95,5
Companheiro
Sim 19 86,4
Trabalha
N&o/Aposentado/Pensionista 7 31,8
Sim/Em beneficio 15 68,2
Religido
Catolica 14 63,6

Em relacdo as caracteristicas de salde, listadas na Tabela 2, as participantes
apresentaram peso médio de 59,6 + 27,2 Kg e média de altura de 1,62 + 0,09 metros. A
maioria das participantes eram ndo tabagistas/ex-tabagistas (81,8%) e ndo etilistas
(77,3%). Ja a média de idade da menarca (primeira menstruacdo) foi de 13,2 £ 1,4 anos e
da sexarca (primeira relacdo sexual) foi de 16,0 £ 4,2 anos. Quanto a atividade sexual,
95,5% das participantes relataram ser sexualmente ativas e 90,9% afirmaram possuir
somente 1 parceiro sexual nos Gltimos 12 meses. A maior parte das mulheres (45,5%)
referiu ndo utilizar preservativos durante as relacdes sexuais em compara¢do com 0S
72,7% que relataram fazer uso de algum contraceptivo. No que diz respeito ao exame
preventivo cérvico-vaginal, quase a totalidade da amostra (90,9%) j& o fez alguma vez na
vida. Destes, cerca de um terco (27,3%) foi feita ha 12 meses e teve como resultado mais
frequente exame dentro da normalidade (68,2%). A maioria da amostra (72,7%) ja ficou
gravida, sendo que destas, apenas uma gestacdo (36,4%) e gestacdo com complicagdes
(36,4%) foram mais comumente relatados e 72,7% das mulheres possuem filho, sendo
apenas um filho relatado por 40,9% das pacientes. Quanto a via de parto, o parto normal

(45,5%) apresentou-se como mais frequente.
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Tabela 2. Caracterizacdo comportamental e de salde de uma amostra de mulheres submetidas
ao exame especular atendidas pelo Sistema Unico de Satde (SUS) em dois ambulatérios de
Passo Fundo, RS, 2021 (n=22).

Caracteristicas Comportamentais e de Salude

Variaveis n %
Habito tabagico

Sim 4 18,2

N&o/Ex-tabagista 18 81,8
Habito Etilista

Sim 5 22,7
Parceiros Sexuais nos ultimos 12 meses (n=21)

1 20 90,9

2 1 4,5
Uso de Preservativo (n=20)

Sim/ sempre 5 22,7

Sim/ algumas vezes 5 22,7

Né&o 10 45,5
Uso de Contraceptivo (n=21)

Sim 16 72,7
Preventivo cérvico-vaginal anterior

Sim 20 90,9
Resultado do altimo preventivo cérvico-vaginal (n=20)

Normal 15 68,2

Alterado 1 45

Infeccédo 2 9,1

Nunca fez/ndo lembra 2 91
Gestagdo prévia

Sim 16 72,7

Em relacdo a vacinacdo contra o0 HPV, a maioria da amostra ndo foi imunizada
(90,9%), sendo a justificativa mais frequente a ndo disponibilidade da vacina para a faixa
etaria (27,3%).

Anélise laboratorial

A citologia em meio liquido foi realizada com a coloracdo de Papanicolau, e
observou-se auséncia de neoplasia em 86,4% (19/22) da amostra. Alteracdes
microscopicas e visualizacdo de morfotipos caracteristicos sugerem que 40,9% (9/22) das
mulheres apresentaram algum patdgeno, sendo 18,2% (4/22) Gardnerella vaginalis e
9,1% (2/22) Céandida spp; a presenca de atipias em celulas escamosas, sem poder excluir
lesdo de alto grau (ASC-H) e células escamosas atipicas de significado incerto (ASC-US)
foram ambas identificadas em 4,5% (1/22) da amostra; a presenca de lesdo pré-cancer
cervical foi positiva também em 4,5% (1/22) da amostra e identificada como Neoplasia
Intraepitelial Cervical de Baixo Grau (NIC I) ou Lesdo Intraepitelial Escamosa de Baixo
Grau (LIEBG) (Figural).
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Figura 1. Porcentagem dos resultados da citologia cérvico-vaginal em meio liquido (n=22). (NIC
| /LIEBG: Neoplasia Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau; ASC-H: atipias em células
escamosas, sem poder excluir lesdo de alto grau; ASC-US: células escamosas atipicas de
significado incerto).

O DNA total de 21 amostras foi recuperado satisfatoriamente, sendo uma excluida
devido a auséncia de amplificacdo do gene constitutivo de B-globina. A deteccdo de C.
trachomatis se revelou positiva em 4,7% (1/21) das amostras analisadas. As duas curvas
analisadas na reacdo de RT-PCR foram a de amplificacdo e a curva de melting. As curvas
de amplificacdo se mostraram presentes para o controle positivo especifico para C.
trachomatis (Figura 2A), e as amplificacbes tardias e inespecificas demonstraram a
negatividade para a presenca da bactéria nas 20 amostras restantes. A comparacao com a
curva de melting confirmou os resultados, visto que a temperatura do produto esperado

foi a mesma entre a amostra e o controle positivo (Figura 2B).
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Figura 2. A) Curva de amplificacdo de DNA extraido de amostras clinicas de citologia cervico-
vaginal em meio liquido, e amplificadas com iniciadores especificos para Chlamydia
trachomatis. Destaca-se a curva de amplificacdo do controle positivo (seta) e curva de
uma amostra positiva (destaque). B) Curva de melting demonstra a especificidade do
fragmento amplificado no controle positivo (seta) e amostra positiva. (Temperatura de
melting:  produto  dos iniciadores CTPL.6.1F/CTPL.6.2R =  81,9°C);
ddRn=fluorescéncia).

A presenca de DNA-HPV foi detectada a partir das 21 amostras com gene
constitutivo para B-globina, sendo identificado em 9 amostras (42,8%). A tipagem para o
HPV 06 e HPV 16 resultou em positividade em 3 amostras (14,2%) e em 1 amostra
analisada (4,7%), respectivamente. Além disso, as 5 amostras positivas restantes (23,8%)
foram identificadas como outro tipo de HPV ndo analisado no presente estudo. A analise

supracitada esta disposta na Figura 3.



75

PM HPV+ HPV+ 1
16

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo e visualizacéo das
bandas representativas da amplificacdo dos genes dos subtipos de HPV 06 e 16, sob
iluminacdo ultravioleta. Nested-PCR para tipagem de HPV: as setas brancas indicam
positividade para HPV 06 das amostras 4 e 6, e para HPV 16 na amostra 5.

(PM: peso molecular 100 pares de base (bp); tamanho esperado dos produtos
amplificados: HPV 06= 263pb; HPV 16 = 217 e 397pb).

Em relacdo a coinfecgdo de C. trachomatis e HPV, na amostra analisada, houve
0,0% de casos e a relacdo entre as duas infecgdes ndo teve significancia estatistica (p =
0,219).

A microbiota vaginal de 22 amostras foi determinada por meio da coloracao de
Gram e Escore de Nugent. Desse modo, nas amostras analisadas, a vaginose bacteriana
(VB) foi evidenciada em 22,7% da amostra (5/22), dividida especificamente em VB
escore 7-8 em 13,6% (3/22) e VB escore 9-10 em 9,1% (2/22) das amostras. A flora
normal (Flora 1) foi identificada em 40,9% (9/22) e a candidiase em 13,6% (3/22) das

mulheres. Tais padrdes de microbiota vaginal estdo representados na Figura 4.
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Figura 4. Fotomicrografia de esfregaco com contetdo vaginal, satisfatdrias para analise.
Pesquisa de morfotipos com coloragdo de Gram. A e B. Predominio de lactobacilos,
auséncia de cocos e inflamacdo, identificando uma Flora | (normal). C e D. Poucos
lactobacilos, predominio de microbiota cocéacea, identificando vaginose bacteriana escore
7-8. E e F. Auséncia de lactobacilos, predominio de cocos e presenca de Mobiluncus spp,
identificando vaginose bacteriana 9-10. G e H. Presenca de morfotipos fungicos
sugestivos de Candida spp. (Aumento 1000x).
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A relacdo da microbiota e a infeccdo por HPV e a relacdo das alteracdes de
microbiota e a positividade de C. trachomatis estéo descritas na Tabela 3, sendo que a
presenca de vaginose bacteriana parece relacionar-se com a infecgcdo por C. trachomatis
(p =0,059). A relacdo da citologia cérvico-vaginal em meio liquido com os tipos 06 e 16
do HPV esta descrita na Tabela 4, a qual ndo apresentou significancia estatistica para

nenhum dos achados citoldgicos.

Tabela 3. Distribuicdo da frequéncia da microbiota vaginal e infec¢do por Papilomavirus
Humano (HPV) e Chlamydia trachomatis em mulheres submetidas ao exame
especular em dois ambulatoérios de Passo Fundo, RS, 2021 (n=22).

HPV (%)

Sim N&o p*
Flora Normal 18,2 (4/22) 22,7 (5/22) 0,779
Vaginose Bacteriana 13,6 (3/22) 9,1 (2/22) 0,323
Candidiase 0,0 13,6 (3/22) 0,121

Chlamydia trachomatis (%)

Sim Nao p*
Flora Normal 0,0 40,9 (9/22) 0,394
Vaginose Bacteriana 4,5 (1/22) 18,2% (4/22) 0,059
Candidiase 0,0 13,6 (3/22) 0,121

* Teste de Qui-quadrado

Tabela 4. Distribuicdo da frequéncia da infeccdo por Papilomavirus Humano (HPV) e

citopatolégico (n=22).

HPV (%)
Sim Nao p*

Auséncia de Neoplasia 18,2 (4/22) 40,9 (9/22) 0,245
Auséncia de Neoplasia + 9,1% (2/22) 18,2% (4/22) 0,658
patégenos”

NIC I/LIEBG 4,5% (1/22) 0,0 0,219
ASC-H 4,5% (1/22) 0,0 0,219
ASC-US 4,5% (1/22) 0,0 0,219

* Teste de Qui-quadrado
*Gardnerella vaginalis ou Candida spp.
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Discussao

O presente estudo caracterizou alteracdes citologicas cervicais e padrdo de
microbiota vaginal de mulheres atendidas no SUS. Nesse sistema, 0 exame de
Papanicolau ou convencional é o ofertado rotineiramente, sendo que ndo permite a
deteccdo de patdgenos, porém, a coleta realizada em meio liquido possibilitou a oferta
adicional de pesquisa de C. trachomatis e HPV nessa populacdo, o0 que ndo é
disponibilizado na rede bésica de saude. Além disso, a citologia em meio liquido
apresenta melhor desempenho do que os esfregacos convencionais, o que pode melhorar
as estratégias de saude publica destinadas a reduzir as lesbGes cervicais por meio de
programas de prevencdo (15). As caracteristicas sociodemograficas demonstram que a
média de idade das participantes esteve na faixa etaria considerada como idade
reprodutiva (15-44 anos), demonstrando que essa faixa etaria € a principal submetida ao
exame preventivo (15), e semelhante ao encontrado em analise metagenémica da
coinfeccdo por HVP e C. trachomatis de Di Pietro et al. (10), a qual obteve como média
de idade 34,7+9,7 anos, o que demonstra que essa populacdo pode ser favorecida por tais
exames adicionais.

A analise da citologia em meio liquido revelou que 86,4% das mulheres tiveram
auséncia de neoplasia, e tal resultado é variavel entre as popula¢6es, com dados entre 70%
e 96,1% das citologias (24-26). No Brasil, o rastreamento de lesdes precursoras do colo
do atero é ofertado gratuitamente pelo SUS, o que auxilia no acompanhamento mais
rotineiro e consequente menor numero de alteracdes do que o observado em outros locais.
No entanto, mesmo com campanhas de realizacdo de exames e conscientizacdo nas
unidades bésicas de salde, ainda se observam frequentes alteracées celulares. No presente
estudo, foi encontrado 4,5% de positividade para lesédo percussora do cancer cervical.
Amorim et al. (24) reportaram que 13,6% das lesGes intraepiteliais escamosas foram
classificadas como baixo grau (LIEBG) descrita também como Neoplasia Intraepitelial
Cervical (NIC I), namero 3 vezes maior do que o encontrado no presente estudo. Ja quanto
ao resultado de ASC-H e ASC-US, o presente estudo revelou positividade em 4,5% para
ambos na amostra, sendo que no estudo de Li et al. a presenca de ASC-US e ASC-H foi
determinada em 2,0% e 0,2%, respectivamente. Tais valores demonstram
heterogeneidade entre as diferentes regibes e populacGes e que o rastreamento e as
melhorias significativas na realizacdo do diagnostico correto ao longo do tempo para

leséo intraepitelial s&o esperadas.
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Alguns estudos empregando técnicas moleculares para deteccdo de C. trachomatis
no Brasil apresentaram uma variagéo de 0,6% a 20,7% em sua frequéncia. (27) O estudo
de De Paula et al. (25) sobre detec¢do molecular de C. trachomatis e infecgdes por HPV
em amostras cervicais com achados normais e alterados de citopatoldgico, demonstrou
que a presenca de DNA para C. trachomatis foi encontrado em 9,2% das amostras. Em
estudos mais recentes, Miguel et al. (28) detectou positividade em 37,9% das amostras
endocervicais de mulheres em Lages, Santa Catarina e o estudo de Li et al. (26) afirmou
que a presenca da bactéria foi de 4,12% (IC 95% 3,51%-4,53%), sendo este Gltimo muito
semelhante ao resultado encontrado no presente estudo. (25-28). A pesquisa molecular
de C. trachomatis torna-se importante uma vez que a visualizacdo das inclusdes
bacterianas nas células infectadas ndo € possivel de ser observada na microscopia optica,
e tal infeccdo pode relacionar-se com aquisicdo de outros patdgenos e alteracGes celulares,
como discutido a seguir.

A deteccdo de HPV foi positiva em 42,8% das participantes, e a prevaléncia desse
virus a altamente variavel em mulheres assintomaticas, dependendo da populagdo
estudada, idade, e metodologia empregada. Em estudo recente, Panpan et al. (29)
descreveram positividade para HPV de alto risco em mais de 50% das amostras HPV
positivas, sendo que o HPV-52 (1,8%) foi o genétipo mais prevalente na populagédo
estudada, seguido por HPV-16 (1,1%), HPV-58 (1,0%) e HPV-18 (0,5%). Em
comparagdo com nosso estudo, dentre os geno6tipos pesquisados (06 e 16), o HPV 16 de
alto risco teve deteccdo positiva para 4,7% (1/21). Importante ressaltar que o
desenvolvimento de lesbes cervicais é multifatorial e dependente da presenca do HPV de
alto risco como o HPV 16 e o HPV 18. Cabe destacar que no presente estudo todas as
amostras com alteracOes citoldgicas se apresentaram positivas para HPV. Além disso,
alguns microrganismos patogénicos sexualmente transmissiveis como a Chamydia
trachomatis, causa uma inflamacao da cérvice, o qual pode auxiliar na progressao da lesao
cervical e persisténcia viral (24,29,30). Dessa forma, com a deteccdo do patdgeno e a
relacdo das alteracBes de microbiota vaginal e citopatologicas, pode ser instituido um
tratamento mais especifico para essas mulheres e medidas que atuem na prevencao contra
a infecgdo por HPV. Nesse sentido, a coinfeccdo por C. trachomatis e HPV é muito
relevante para o desenvolvimento de cancer cervical, sendo que taxas de coinfeccdo para
esses microrganismos variam de 5,2% a 7% (25,30). Ainda, Di Pietro et al. descreveram
associacdo positiva para tal coinfeccdo e comportamentos de risco (tabagismo, sexarca

<16 anos e multiplos parceiros) (10). No entanto, ndo foi possivel relacionar a infecgdo
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por HPV com a infeccdo por C. trachomatis, visto que no presente estudo ndo houve
casos de coinfeccdo na totalidade das amostras.

A presenca de VB, dishiose vaginal comum em mulheres com idade reprodutiva,
tem prevaléncia de 20 a 60%, e cerca de um quarto das amostras avaliadas no presente
estudo apresentaram VB, porcentagem semelhante ao estudo de Coudray e Madhivanan,
que encontraram 29,2% de VB em mulheres norte-americanas (31). Cabe ressaltar que
segundo o mesmo estudo, a VB pode aumentar o risco de se contrair infeccdes
sexualmente transmissiveis (IST), como a C. trachomatis. O estudo de Shipitsyna et al.
demonstrou que a presenca de bactérias relacionadas a VB associa-se com a Doenca
Infamatoria Pélvica (DIP) sendo que o risco para DIP aumenta em quase 3% em mulheres
com VB. Esse achado pode ser relacionado indiretamente com a presenca de C.
trachomatis, visto que a bactéria € uma das etiologias mais importantes para a DIP. No
mesmo estudo, bem como em outros, evidencia-se que uma microbiota vaginal normal
dominada por lactobacilos foi um forte fator de prote¢do contra a infeccdo por C.
trachomatis (31-33). Embora muito descrita na literatura, a relagéo entre a VB e a
infeccdo por C. trachomatis ndo obtive significancia estatistica, provavelmente devido ao
pequeno tamanho amostral.

Estudos que avaliam a relagdo entre a microbiota vaginal e a infec¢do por HPV
demonstraram que mulheres com flora intermediéria e vaginose bacteriana estdo mais
propensas a uma prevaléncia e incidéncia aumentadas do virus. No presente estudo,
mulheres com vaginose bacteriana dispuseram de 13,6% de positividade de HPV.
Segundo Chase et al., uma microbiota vaginal em disbiose pode impactar diretamente no
desenvolvimento, progressao e persisténcia do cancer cervical (34). Para corroborar com
os achados, dados de Tamarelle et al., demonstraram uma taxa de associacdo de 0,6 a 2,75
entre HPV e microbiota vaginal pobre em lactobacilos (8). Ademais, estudos
apresentaram uma associacao significativa entre escassez de lactobacilos e infec¢do por
HPV (34-37).

Este estudo, apesar de fornecer dados importantes e oportunizar exames adicionais
oferecidos pelo SUS, apresenta algumas limitagbes como o pequeno tamanho da amostra
e a avaliacdo somente dos tipos de HPV 06 e 16, o que implica em associagdes e
cruzamento de dados restringidos. Em especifico, o pequeno tamanho amostral
prejudicou na analise da prevaléncia da infeccdo por HPV, no cruzamento de dados para
deteccdo da coinfeccdo entre C. trachomatis e HPV, nas relagOes entre alteracOes

citopatoldgicas e presenca do virus e nas relagdes feitas com a microbiota vaginal. Nesse
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sentido, novas abordagens e andlises posteriores poderdo contribuir para melhor
conhecimento da populacdo, frequéncias das alteragdes celulares e de microbiota e
estratégias de rastreamento e tratamento das alteraces nas mulheres atendidas pelo SUS.

Concluséo

Dessa forma, conclui-se que a frequéncia de alteragdes citoldgicas e a presenca de
C. trachomatis sdo baixas em mulheres com idade reprodutiva atendidas no SUS,
enquanto a positividade para HPV ¢é alta em mulheres assintomaticas, e parece associar-

se as alteracOGes de microbiota vaginal, como a vaginose bacteriana.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Apols a execucdo do projeto de pesquisa e a elaboragdo do artigo cientifico,
concluiu-se que os objetivos do estudo foram cumpridos, tendo em vista que foi possivel
determinar as alteracdes de citologia cérvico-vaginal em meio liquido e os padrBes de
microbiota vaginal, juntamente com a caracterizacdo da amostra e a deteccdo de
Chlamydia trachomatis e Papilomavirus Humano (HPV).

Embora o pequeno tamanho amostral, os resultados foram satisfatorios, sendo que
a amostra total foi composta por 22 mulheres brancas, cat6licas e em idade reprodutiva.
O padréo de microbiota vaginal mais comumente encontrado foi uma flora normal (Flora
1), segundo Escore de Nugent e a auséncia de neoplasia dominou o cenario da citologia
cérvico-vaginal em meio liquido. Cabe ressaltar que também houveram alteragdes
citologicas, com as quais foi possivel estabelecer relacdo com o HPV. Além disso, a
deteccdo de C. trachomatis foi baixa em comparacdo com outros estudos descritos. Ja a
deteccdo para HPV foi surpreendente alta, acometendo quase metade das mulheres
participantes. Vale destacar que a possibilidade de detec¢cdo com o meio liquido pode
direcionar o tratamento dessas mulheres e estabelecer o diagnostico da presenga do
patdgeno, visto que com a citologia convencional essa deteccdo ndo é passivel de ser
realizada.

Por meio do presente estudo é possivel salientar que o beneficio ofertado com a
deteccdo desses patdgenos € muito importante, ndo somente pelo tratamento correto, mas
sim pela prevencao de possiveis complicacbes como o cancer de colo do Utero, Doenca

Infamatdria Pélvica (DIP), infertilidade e dor pélvica cronica.
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