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RESUMO

As doengas sexualmente transmissiveis (DST) sdo afeccBes que tém como caracteristica
a transmissdo através de praticas sexuais. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima
que, na década de 90, ocorreram cerca de 340 milhGes de novos casos de DST curéaveis em todo
0 mundo, sendo 10 a 12 milhdes destes no Brasil. O Trichomonas vaginalis € um protozoario
flagelado que vive, principalmente, no muco e secregdo vaginal das mulheres e € o causador
da DST néo-viral mais comum no mundo inteiro: a tricomoniase. Em mulheres, pode haver
sintomas de severa inflamacéo e irritagdo da mucosa genital, com presenca de corrimento e
focos hemorragicos, permitindo maior suscetibilidade do portador a outras DST. Outras vezes
ainda, a tricomoniase é assintomatica sendo, ocasionalmente, descoberta através do exame de
rotina. O meio mais comum de deteccdo do T. vaginalis é a visualizacdo dos protozoarios
moveis em preparagdes salinas de fluido vaginal. O exame citolégico também pode ser
utilizado, mas apresenta baixa sensibilidade. Poucos sdo os dados oficiais sobre a tricomoniase,
aliado a isso, a falta de estudos de base populacional dificulta a visibilidade do problema. Sendo
assim, este projeto objetivou realizar o diagnéstico molecular do patégeno T. vaginalis por meio
da PCR touchdown, em 164 mulheres com citologia normal atendidas pelo servigo de uma
clinica da Rede Baésica de Saude da cidade de Manaus, utilizando o par de primers
BTUB2/BTUB9 desenvolvido por MADICO et al. (1998), que amplifica uma regido
conservada do patogeno: a betatubulina. Os resultados negativos para infeccdo por
Trichomonas testificaram a viabilidade, bem como a especificidade e eficacia da técnica,
uma vez que confirmaram o diagndstico citologico negativo das 164 mulheres participantes
do estudo.

Palavras-Chaves: Diagndstico Molecular; Trichomonas vaginalis; PCR touchdown.
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1 INTRODUCAO

As Doengas Sexualmente Transmissiveis (DST) caracterizam-se por serem infeccdes
causadas por mais de 30 patdgenos diferentes entre bactérias, virus e parasitas sendo
transmitidas, principalmente, pelo contato sexual. A maioria dessas doencas nao apresenta
qualquer tipo de sintomatologia e, quando ndo diagnosticadas e tratadas a tempo, podem
evoluir para complicagdes graves como infertilidades, abortos espontaneos, infeccdo congénita
e perinatal, cancer ou agir como facilitadoras do Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV)
(SOOD & KAPIL, 2008; WHO, 2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A tricomoniase € uma DST que pode apresentar ampla variedade de manifestaces
clinicas, entretanto, os sinais e sintomas dependem das condicdes individuais, da agressividade
e do numero de parasitos infectantes. O aparecimento de sintomas de severa inflamacdo e
irritacdo da mucosa genital, com presenca de corrimento, sdo manifestacdes clinicas que
comumente atingem a maioria das mulheres infectadas. Outras vezes a tricomoniase é
assintomatica e, ocasionalmente, descoberta em um exame de rotina (PETRIN et al., 1998;
LOPEZ et al., 2000).

No Brasil, existem poucos dados oficiais sobre a epidemiologia das DST, ja que a
maioria delas ndo sdo de notificacdo compulsoéria. Aliado a isso, a falta de estudos de base
populacional dificulta a visibilidade do problema. A maioria dos dados disponiveis provém,
portanto, de investigacdes regionais como o descrito por ROCHA (2012). Diante deste
panorama, o presente projeto tem o intuito de realizar o diagndstico molecular deste patogeno

em mulheres atendidas pela Rede Béasica de Saude da cidade de Manaus.



2 OBJETIVOS

Geral
Realizar o diagnostico molecular do Trichomonas vaginalis em um grupo de mulheres

com diagndstico citoldgico normal/inflamatério.

Especificos

Relacionar os resultados da deteccdo molecular do Trichomonas vaginalis com os dados
clinicos e comportamentais e as variaveis socio-demograficas das mulheres analisadas no
estudo.

Relacionar os resultados da deteccdo molecular do Trichomonas vaginalis com os dados

do exame citoldgico.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou para 0 ano de 2008 mais de 500
milhdes de novos casos por ano para as doencas sexualmente transmissiveis que Sao curaveis,
a saber, gonorréia, clamidia, sifilis e tricomoniase. Esses dados sdo alarmantes quando se leva
em consideracdo que a década de 90 foi finalizada com um numero aproximado de 340 milhdes
de novos casos de DST curaveis em todo o mundo, sendo que, dentre estes, 10 a 12 milhdes
foram detectados no Brasil (WHO, 2003; WHO, 2014).

A tricomoniase é a DST ndo-viral mais comum no mundo inteiro com uma incidéncia
anual superior a 270 milhGes de novos casos, considerando apenas pessoas com idade entre 15
e 49 anos. Em 2012, segundo dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), s
nos Estados Unidos detectou-se uma incidéncia de 219 mil mulheres portadoras de
tricomoniase. E causada pelo Trichomonas vaginalis, um protozoario flagelado que vive,
principalmente, no muco e secrecdo vaginal das mulheres. Em homens, pode colonizar a
uretra, préstata e epididimo, demonstrando assim alto tropismo pelo epitélio escamoso genital
(MADICO et al., 1998; CATES W Jr, 1999; SCHWEBKER & BURGESS, 2004; CDC, 2014).

A tricomoniase apresenta grande variabilidade de manifestacdes patoldgicas, desde a
apresentacdo assintomatica até um estado de severa inflamacédo (vaginite), no entanto é uma
doenca de idade reprodutiva, j& que raramente suas manifestacGes clinicas sdo observadas
antes da menarca ou apds a menopausa. Dentre as mulheres infectadas, em média 25% a 50%
sdo assintomaticas, tém pH (3,8 — 4,2) e flora vaginal normal, sendo que um terco dessas
pacientes se torna sintomaética seis meses ap6s a infeccdo (PETRIN, 1998; LEHKER &
ALDERETE, 2000; BARRIO, 2002).

O T. vaginalis ndo é grande causador de sequelas e, por isso, muitos clinicos tém

considerado a doenga mais um incdmodo do que um problema de saude publica (BOWDEN
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& GARNETT, 1999). Entretanto, o parasito tem sido destacado como um dos principais
patogenos do homem e da mulher, sendo associado a sérias complicac@es de satude (KULDA,
1999).

As informagdes epidemioldgicas sobre a prevaléncia de infec¢do por T. vaginalis séo
escassas, ja que esta ndo é uma doenca de notificacdo compulsériae, pelo fato de suas sequelas
serem pouco graves, como se acreditava até recentemente, ndo faziam dela alvo de controle
e atencdo pelos sistemas de saude (MILLER et al., 2008; SHAFIR, SOVILLO, SMITH,
2009).

O meio mais comum de deteccdo do T. vaginalis € a visualizacdo dos parasitos moveis
em preparacOes salinas de fluido vaginal, que deve ser realizada dentro de 10 a 20 minutos
apos a coleta da amostra, ou 0s organismos perdem a motilidade e visibilidade. Embora seja
barato e rapido, o método depende muito da experiéncia do citologista e tem baixa sensibilidade
(35 a 80%) principalmente em pacientes assintomaticas, devido ao baixo nimero de organismos
na amostra. O teste de Papanicolaou ¢ outra alternativa a ser utilizada, mas também apresenta
baixa sensibilidade. Até hoje o padrdo ouro para o diagnostico do T. vaginalis tem sido a
cultura em meio liquido (MADICO et al., 1998; SCHWEBKER & BURGESS, 2004; BRAVO
etal., 2010; HOLLMAN et al., 2010).

Entretanto, o advento da Biologia Molecular, com base na técnica de reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) acabou se tornando uma nova alternativa diagnostica. A PCR touchdown
é uma variante da PCR convencional desenvolvida para tentar diminuir a formacao de produtos
amplificados inespecificos, dessa vez através do aumento da temperatura inicial de
anelamento (aumento da estringéncia). Nesta técnica, o termociclador é programado para
diminuir de forma sequencial a temperatura de anelamento dos iniciadores nos ciclos iniciais
da PCR ateé determinada temperatura, a qual supostamente é a ideal, sendo mantida nos ciclos

restantes (MADICO et al.,1998; RODRIGUES, SILVA, SIQUEIRA, 2006).
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O cléssico estudo de Madico et al. (1998) compara dois métodos diagndsticos diferentes
para a deteccdo deste patdgeno em amostras cervicais de 350 mulheres atendidas em uma
clinica de DST do exército dos Estados Unidos. Através da cultura em meio liquido, os
pesquisadores conseguiram detectar uma prevaléncia do T. vaginalis em 6,6% das amostras,
enquanto que através da PCR touchdown o parasita foi detectado em 39,0% das amostras,
demonstrando assim a alta sensibilidade do método molecular.

No Brasil, o estudo realizado pela pesquisadora Rocha (2012) em mulheres do
municipio de Coari, no Amazonas, teve como finalidade verificar a epidemiologia de algumas
DST a nivel molecular em mulheres atendidas na Atencdo Primaria a Saude, e € um dos
poucos estudos encontrados que envolvem o parasito, no que diz respeito a Regido Norte do
pais. Nele, a pesquisadora realizou o diagnostico molecular do T. vaginalis através da técnica
de PCR touchdown e encontrou uma prevaléncia de 12,7%, destacando-o como o segundo
patdgeno mais encontrado nessas mulheres dentre os sete estudados, a saber: Papilomavirus
Humano (o mais prevalente, com 29,1% das detec¢bes), seguido pelo Trichomonas
vaginalis, Herpes Virus Simples 2, Citomegalovirus Humano, Chlamydia trachomatis e
Neisseria gonorrhoeae.

Dessa forma, avalia-se que o advento de estudos a nivel molecular através da PCR
para o diagnostico do T. vaginalis tem se mostrado bastante sensivel, variando neste quesito
de 81 a 97%, excedendo todos os anteriores, até mesmo a cultura (VAN DER POL, KRAFT,
WILLIAMS, 2006; VAN DER POL et al., 2008). No entanto, a epidemiologia do Trichomonas
vaginalis € extremamente preocupante, uma vez que evidencia alta incidéncia em escala
mundial. Apesar desta doenca possuir sintomatologia severa com grande reacdo inflamatoria e
que provoca focos hemorragicos nas mucosas, fato este que expde o portador a outras DST,
ainda se nota certo descaso com relacdo a observacdo e ao acompanhamento desses casos

pelo sistema de saude (MADICO et al., 1998; BRAVO et al., 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Amazonas (CEP/UFAM) e aprovado sob CAAE 15409213.0.0000.5020 e trata-se de um
estudo do tipo transversal que tem como alvo a deteccdo a nivel molecular do Trichomonas
vaginalis em 164 amostras cervicais de mulheres com citoldgico normal/inflamatorio, coletadas
no periodo de margo a julho de 2009, na Policinica Castelo Branco, localizada na zona centro-
sul de Manaus e que foram alvos da dissertacdo “Co-infeccdo do Papilomavirus Humano e
Chlamydia trachomatis em mulheres com citologia normal e alterada”, desenvolvida pela
pesquisadora Evelyn Costa Lira.

As pacientes foram convidadas a participar do estudo obedecendo aos critérios de
inclusdo e exclusdo conforme descrito no ANEXO 1 e responderam a um questionario

padronizado (Apéndice A).

4.1 Extracdo do DNA gendmico
As amostras cervicais foram mantidas a -20°C desde sua coleta e posteriormente
descongeladas a temperatura ambiente para a realizacdo da extracdo do DNA genémico através

do kit AccuPrep® (Bionner), de acordo com as instrucdes do fabricante (ANEXO I1).

4.2 Amplificagdo controle do DNA genémico

Para a confirmacdo da presenca do DNA cromossomal humano amplificavel
conservado, que serviu de controle da viabilidade do DNA extraido nas amostras para as
reacOes de PCR, foi utilizado um par de primers (ISO9G) que amplificam uma regido
microsatélite (GATA) do cromossoma 15 humano e evidencia uma banda correspondente a
aproximadamente 270 pares de base (pb) (PONTES et al., 2003). O sistema de reacdo, bem

como as PCR foram realizadas de acordo com o Quadro 1 e a Tabela 1, respectivamente.
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Quadro 1: Sistema para PCR de DNA genbmico
Reagentes/Concentracéo Volumes

Agua Milli-Q 3,45 UL

Tampdo da Enzima 10X (500 mM KCl e 1.9 ul
100 mM Tris-HCI pH 8,5) K

dNTP 2,5 mM 1,9 uL

MgClI2 50 mM 1,9 uL

primer 1ISO9G 1 pmol 3,75 uL

Enzima Platinum® Tag DNA Polymerase 0.1 ul
5U/uL i

DNA 2,0 uL

Volume Final 15 pLL

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2,5% (p/v),
corado com 1 pL de brometo de etideo [5 mg/mL], em tampdo TEB 1X (Tris borato e
EDTA), sob tensdo elétrica de 80 a 100 Volts por, aproximadamente, 40 minutos. Os géis
foram visualizados por fluorescéncia sob luz Ultravioleta em transiluminador UVP™ e

fotografados em sistema digital.

Tabela 1: Condi¢6es da amplificacdo controle do DNA

Etapas Temperatura Tempo

Desnaturacdo 95°C 2 min
Desnaturacéao 94°C 40 seg
Anelamento 60°C 1 min 40 ciclos
Extensao 70°C 1 min e 30 seg
Extensdo Final 60°C 5 min
Manutencdo/Hold 4°C Indefinido

4.3 Quantificacédo e Padroniza¢do do DNA genémico

A quantificacdo das amostras foi realizada em espectrofotémetro pela absorbancia
(ABS) das bases a 260 nm e 280 nm e padronizadas em concentracdo de 10-20 ng/pL. As
amostras que demonstraram concentracdo superior foram diluidas em TE, e aquelas que
demonstraram concentragdo inferior foram processadas por meio de um protocolo de

concentracdo por acetato de amonia (ANEXO I11).
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4.4 Deteccdo Molecular do Trichomonas vaginalis

Para a detecgdo do T. vaginalis foi realizada uma PCR touchdown utilizando o par de
primers BTUB2/BTUB9 desenvolvidos por Madico et al. (1998) que anelam em uma regido
bem conservada do gene beta-tubulina do T. vaginalis, evidenciando uma banda equivalente a
112 pb.

O sistema de amplificacdo do DNA também seguiu conforme descrito pelo autor,
apenas com algumas modificagfes (QUADRO 2), bem como as condicdes de ciclagem.
nostico molecular de T. vaginalis

Quadro 2: Sistema de Reacdo para o diag

Reagentes/Concentracéo Volumes
Agua Milli-Q 17,0 L
Tampdo da Enzima 10X (160 mM (NHa).
S04, 670 mM Tris-HCI (pH 8.8), e 0.1% 2,5 uL
Tween-20)
dNTP 10 mM 0,5 uL
MgCl; 100 mM 0,4 uL
primer forward BTUB9 5 pmol 1,0 uL
primer reverse BTUB2 5 pmol 1,0 uL
Enzima Bioron® Taq DNA Polymerase 0.1 uL.
5U/uL s
DNA 2,5l
Volume Final 25 uLL

Para o controle positivo das reacdes, foi utilizada uma amostra cujo exame citoldgico
apontou a presenca de T. vaginalis, tendo sido confirmada pelo sequenciamento em
sequenciador automatico ABI 3130XL (Applied Biosystems), conforme metodologia padréo do
fabricante. Para o controle negativo das reagdes, utilizou-se Agua-Milli-Q no lugar do DNA.

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2,5% (p/v),
corado com 1,5 pL de brometo de etideo [5 mg/mL], em tampdo TEB 1X (Tris borato e
EDTA), sob tensdo elétrica de 80 a 100 Volts por, aproximadamente, 40 minutos. Os géis
foram visualizados por fluorescéncia sob luz Ultravioleta em transiluminador UVP™ g

fotografados em sistema digital.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas um total de 164 amostras cervicais de mulheres atendidas pelo servico
de ginecologia da Policlinica Castelo Branco, zona centro-sul de Manaus. Os dados descritos
através de tabelas fazem parte da dissertacdo “Co-infeccdo do Papilomavirus Humano e
Chlamydia trachomatis em mulheres com citologia normal e alterada” e seu uso foi

autorizado pela pesquisadora responsavel Evelyn Costa Lira.

5.1 Caracterizacdo das Amostras

Com base nas informacdes relativas ao perfil socioecondmico das 164 mulheres
participantes deste estudo (TABELA 2), verificou-se que a média de idade entre elas foi de 36
anos, com DP + 12,7 anos. Além disso, houve uma concentracdo de 55,49% (91/164) de
mulheres na faixa etaria de 21-40 anos, enquanto que a idade minima correspondeu a 17 anos
e a idade méxima a 75 anos. Diversos estudos apontam a prevaléncia do T. vaginalis em
mulheres mais velhas (acima de 30 anos), diferentemente de outros patdgenos, como a C.
trachomatis e a N. gonorrhoeae, que acometem mais adolescentes e jovens adultas (SUTTON
etal., 2007).

Quanto ao estado civil, 55,48% (91/164) das mulheres sdo casadas ou possuem unido
estavel. Alguns estudiosos verificaram que o baixo indice da tricomoniase em mulheres casadas
deve-se possivelmente ao fato de elas usarem contraceptivos com propriedades tricomonicidas
(HOGNIBERG et al., 1994).

Com relacdo ao nivel de escolaridade e a renda familiar, um percentual relativo a
49,39% (81/164) das mulheres chegou a concluir o ensino médio enquanto que 44,51%
(73/164) recebem até 1 salario minimo por més. Estes sdo fatores de avaliagdo
extremamente importantes, porque a falta de informacg&o e de acesso a prevengdo, bem como
ao seu tratamento adequado, facilita a inadimpléncia quanto aos cuidados destas mulheres com

sua saude.



Tabela 2: Perfil socioecondmico e clinico das participantes do estudo

Variaveis f (%) MédiaDP + Amplitude
Faixa Etaria
16 | -20 anos 15 9,15%
21-30 anos 47 28,66% 36+12,7 17 |- 75
31| -40 anos 44 26,83% anos
41 1-50 anos 31 18,90%
51| -65 anos 23 14,02%
Acima de 65 anos 4 2,44%
Estado Civil
Solteira 53 32,32%
Unido estavel 26 15,85%
Casada 65 39,63%
Divorciada/Separada 15 9,15%
Vilva 5 3,05%

Escolaridade*
Ensino Fundamental

35 21,34%
Incompleto
Ensino Médio Incompleto 22 13,41%
Ensino Médio Completo 81 49,39%
Ensino Superior 24 14,63%
NR 2 1,22%
Renda Familiar*
Até 1 salario minimo 73 44 51%
De 2 a 3 salarios minimos 52 31,71%
De 3 a 4 salarios minimos 24 14,63%
De 5 a 6 salarios minimos 9 5,49%
Acima de 6 salarios minimos 5 3,05%
NR 1 0,61%
Uso de anticoncepcional
Nao 78 47,56%
Sim 82 50,00 %
NR 4 2,44%
Habito de fumar
Nao 103 62,80%
Sim 25 15,24%
Fumou no passado 34 20,73%
NR 2 1,22%
Numero de parceiros sexuais
Um 27 16,46%
Dois 33 20,12%
Trés 20 12,20%
Quatro 14 8,54%
Cinco ou mais 67 40,85%
NR 3 1,83%
HIV
Negativo 65 39,63%
Positivo 2 1,22%
Nunca fez 91 55,49%
NR 6 3,66%

f: Frequéncia; f (%): Frequéncia Relativa
NR: Nao Responderam
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Dados contidos na Tabela 2 demonstram ainda que 50% (82/164) dessas mulheres fazia
uso de algum tipo de anticoncepcional, 62,80% (103/164) ndo eram tabagistas, 40,85%
(67/164) ja se envolveram com cinco ou mais parceiros sexuais e 39,63% (65/164) tiveram
resultado negativo para infeccdo por HIV, no entanto, 55,49% (91/164) nunca sequer fizeram
este exame. E importante frisar que 1,22% (2/164) das mulheres relataram que ja haviam tido
resultado positivo em teste para o HIV.

De acordo com a Tabela 3, verifica-se que a idade média da primeira relacdo sexual
foi de 17 anos (DP * 3,67 anos) e que, na primeira gestacao foi de, aproximadamente, 21 anos
(DP % 5,28 anos). No que diz respeito ao numero de partos, verifica-se a média de 1 parto
normal (DP £ 1,95 partos), de um maximo de 9 partos normais encontrado entre as

participantes.

Tabela 3: Perfil clinico das participantes do estudo (cont.
Desvio-

Variaveis Média Mediana ~ Minimo Maximo
padréo

Idade da 1@ relagdo
sexual 17.24 16.00 3.67 10.00 35.00

Idade da 1@ gestagéo

20.96 19.00 5.28 13.00 43.00
N® total de abortos 0.60 0.00 0.90 0.00 4.00
N° de partos normais 1.32 0.00 1.95 0.00 9.00
N° de partos cesareos 0,75 0.00 1.04 0.00 7.00

A tricomoniase possui como principais fatores de risco: o grande nimero de parceiros
sexuais, a iniciacao sexual precoce, o baixo nivel de escolaridade, a pobreza e o uso de ducha
vaginal. De certo, a promiscuidade sexual e a falta do uso de métodos contraceptivos durante a
relacdo sexual podem facilitar a infecgcdo pelo T. vaginalis, sem falar que o risco de transmissao
de HIV torna-se aumentado na presenca de doenga ndo-ulcerativa, como a tricomoniase

(KHARSANY et al., 1993).
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5.2 Procedimentos Moleculares

No total, 164 amostras cervicais foram submetidas & PCR de controle do DNA
gendmico, possibilitando a amplificacdo do fragmento de, aproximadamente, 270 pb
correspondente a regido microssatélite (GATA) do cromossomo 15 humano, fato este que
confirmou a viabilidade da extracdo das amostras e a integridade do DNA para a continuidade

do estudo (FIGURA 1).

300 pb ——»

. “”m— <+«— =270 pb
200ph ——» :

e RGE SaE B G BR ESe

Figura 1: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,5% corado com brometo de etideo
(5mg/mL), evidenciando um fragmento de 270 pb correspondente a amplificacdo da regiao
microssatélite GATA do cromossomo 15 humano, utilizando os iniciadores 1SO9G (PONTES
et al., 2003). M: marcador de peso molecular 100 pb Fermentas; Amostras 1 - 8; Br: Branco.

Apo6s a quantificacdo em espectrofotdmetro Eppendorf® e sua padronizacdo em
concentracdo de 10-20 ng/uL, as amostras cervicais foram submetidas ao diagndstico molecular
através da PCR touchdown, na qual se utilizou os iniciadores BTUB2/BTUB9 que
evidenciaram um fragmento de 112 pb (FIGURA 2).

As 164 amostras analisadas neste estudo apresentaram resultado negativo para a
presenca do DNA de T. vaginalis. Resultado este que corresponde ao obtido nos respectivos
exames citopatologicos realizado pelas pacientes, que ndo apontaram a presenca de
tricomoniase, confirmando assim a eficacia do teste diagnostico utilizado neste estudo.

Os métodos diagnosticos normalmente empregados para detecgdo de tricomoniase,

tanto nos estudos quanto na prética clinica sdo a cultura, a citologia e o exame a fresco, sendo
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a cultura ainda considerada o padréo-ouro. Entretanto, a PCR acaba se tornando uma nova
alternativa diagnostica para a doenca, por sua sensibilidade, rapidez e eficacia (MACIEL et

al., 2004; ROCHA, 2012).

M 124 125 126 127 128 129 130 131 132 C+ Br

——

200ph—» o

100ph — s — 112pb

M 133 134 135136 137 138 139 140 C+ Br

=
200ph —> =

100pb ——» | R 11pb

Figura 2: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,5% corado com brometo de etideo
(5 mg/mL), evidenciando um fragmento de 112pb correspondente a amplificacdo da regido
betatubulina do patdgeno T. vaginalis, utilizando os iniciadores BTUB2/BTUB9 (MADICO
et al., 1998). M: Marcador de peso molecular 100 pb Fermentas; Amostras: 124-140; C+:
Controle positivo; Br: Branco.

O estudo de Madico et al. (1998) comparou dois métodos diagnosticos diferentes para
a deteccdo do T.vaginalis em 350 amostras cervicais de mulheres atendidas em uma clinica de
DST do exército dos Estados Unidos. Os resultados da cultura em meio liquido detectaram
uma prevaléncia 6,6% do T. vaginalis nas amostras, enquanto que através da PCR o protozoario
foi detectado em 39,0% das amostras, revelando uma alta incidéncia do patdgeno. Ja a
pesquisadora Rocha (2012) verificou a prevaléncia de algumas DST por meio da PCR em
amostras cervicais de mulheres que procuraram o servi¢co de ginecologia no municipio de
Coari, Amazonas. Seus resultados revelaram uma prevaléncia de 12,7% do T. vaginalis, o

segundo patdégeno mais prevalente.
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Estudos com alta incidéncia de tricomoniase como os de Madico et al. (1998) e Rocha
(2012) demonstram que fatores como habitos higiénicos inadequados e promiscuidade sexual
estdo diretamente relacionados a suscetibilidade de infeccdo pelo T. vaginalis. Além disso,
mulheres que residem no interior das grandes capitais muitas vezes ndo tém acesso a
informacdo e ao tratamento adequado devido a falta de profissionais de salde. Este estudo foi
realizado em uma clinica de atendimento as mulheres de classe média, 0 que torna possivel
relacionar os diagnosticos negativos ao nivel de escolaridade e acesso a informacéo alem do
atendimento diferenciado que conta com uma equipe médica especializada e mais bem equipada
em comparacgdo aos servicos fornecido nos municipios de Manaus.

LUPPI et al. (2011) realizaram um estudo sobre a prevaléncia de DST em mulheres
atendidas por um servico de saude, em Sdo Paulo. Um dos patogenos investigados foi o T.
vaginalis, utilizando a PCR em amostras cervicais. Das 781 mulheres investigadas, apenas
3,2% apontaram a presenca do T. vaginalis. Da mesma maneira, JALAL et al. (2013)
investigaram a prevaléncia a nivel molecular de patégenos causadores de DST em 1.718
pacientes que frequentavam uma clinica de medicina geniturinria, no Reino Unido. Os
resultados revelaram que apenas 4 (0,2%) pacientes apresentaram positividade para T.vaginalis,
sendo 3 casos em mulheres, demonstrando valores significativos de deteccao do parasito, assim
como este estudo.

Estudos epidemioldgicos relativos & prevaléncia de DST em Manaus s8o escassos e
refletem a situacdo encontrada no restante do Brasil, principalmente no que diz respeito a
prevaléncia de infeccdo pelo T. vaginalis, o que pode ser justificado pelo fato de esta ndo ser
uma doenca de notificacdo compulséria. Além disso, é assintomatica ou ndo deixa sequelas
graves. O que de fato tem despertado olhares para a importancia deste patdgeno é sua relagdo
com a infecgdo pelo HIV (MACIEL, TASCA, DE CARLI, 2004; MILLER et al., 2008;

SHAFIR, SOVILLO, SMITH, 2009; ROCHA, 2012).
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6 CONCLUSOES

1. O resultado do diagnostico molecular negativo em todas as amostras analisadas
para 0 patdgeno T.vaginalis coincidiu com o resultado negativo do exame citoldgico das
mulheres participantes do projeto.

2. Por conta dos diagndsticos negativos, ndo foi possivel realizar analises estatisticas
correlacionando o diagndstico molecular das pacientes com suas informacdes socioeconémicas
e clinicas.

3. Contudo, mesmo ndo tendo obtido resultados positivos para tricomoniase nos testes
moleculares, este ainda constitui um ponto crucial para nosso projeto, uma vez que tais
resultados se mostraram coerentes com 0s obtidos pelo diagnostico citolégico, confirmando
assim a eficcia e a alta especificidade, bem como a rapidez do teste no diagnostico da

doenca.
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APENDICE A — Questionario

QUESTIONARIO

I. TRIAGEM

1. Informac6es sobre o estudo e confiabilidade do estudo
2. Consentimento da paciente em participar do estudo
2.1 () Sim

2.2 () Néo

3. ldentificagdo com as iniciais da paciente

4. Data de nascimento / /

5. Ultima menstruacao / /
5.1 () nédo sabe informar
5.2 () menopausada

6. Qual a sua procedéncia? Nasceu: Mora:
6.1 () Manaus

6.2 () Interior do estado do Amazonas

6.2 (') Outro estado da regido norte

6.3 () Outro estado da federacéo

7. Resultado do exame colpocitolégico:

Data do exame: / /

7.1()NICI 7.7 () Normal

7.2 ()NICH 7.8 () Inflamatorio*
7.3 () NIC III/Ca “in situ”

7.4 (') Carcinoma microinvasor

7.5 () Carcinoma escamoso invasor

7.6 () Adenocarcinoma

*Inflamatério: () Especifico
() Inespecifico

() Candida sp

() T. vaginalis

() Vaginose bacteriana

() Herpes

() Chlamydia trachomatis
() Cocos

() Qutros:




8. Resultado de bidpsia/exame histopatoldgico:

8.1()NIC I

82 ()NICH

8.3 () NIC III/Ca “in situ”

8.4 (/) Carcinoma microinvasor

8.5 (') Carcinoma escamoso invasor
8.6 () Adenocarcinoma

8.7 () Normal

Il. QUESTIONARIO

9. Qual seu estado civil?
9.1 () Solteira

9.1 () Unido estavel

9.2 () Casada

9.3 () Divorciada/separada
9.4 () Vilva

10. Qual o nivel mais elevado de escolaridade que vocé completou?
10.1 () Primeiro grau incompleto

10.2 () Primeiro grau completo

10.3 () Segundo grau incompleto

10.4 () Segundo grau completo

10.5 (') Curso profissionalizante ap6s o segundo grau

10.6 (') Universidade

11. Qual a sua renda familiar?

11.1 () 1 salario minimo

11.2 () 2-3 salérios minimos

11.3 () 3-4 salarios minimos

11.4 () 5-6 salarios minimos

11.5 () acima de 6 salarios minimos

12. ldade da 12 relag&o sexual

13. Idade da 12 gestacao

14. Vocé esta gravida no momento?
14.1 () Sim

14.2 () Néo

14.3 (') N&o sabe informar

15. N° total de abortos

16. N° de partos normais

17. N° de partos cesareos

18. N° total de partos
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19. Vocé utilizou anticoncepcional oral ou injetavel nos Gltimos 10 anos?

19.1 () sim
19.2 () ndo

20. Qual das seguintes situacdes melhor descrevem o seu hébito de fumar?
20.1 () Eu nunca fumei

20.2 () Eu fumei no passado, mas ndo fumo atualmente

20.3 () Eu geralmente fumo menos de uma carteira por dia

20.4 () Eu geralmente fumo em torno de uma carteira ou mais por dia

21. Qual o nimero de parceiros sexuais que vocé ja teve navida?
21.1()um

21.2 () dois

21.3 () trés

21.4 () quatro

21.5 () cinco ou mais

22. Pesquisa para HIV:
22.1 () nunca fez exame
22.2 () negativo

22.3 () positivo

1. OBSERVACOES:
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2. RESULTADO DO EXAME HISTOPATOLOGICO:

2. RESULTADO DAPCR:




ANEXOS



28

ANEXO |

Critérios de Incluséo e Exclusdo para as Mulheres Participantes do Projeto

1. Critérios de Inclusao:
e Mulheres residentes no Estado do Amazonas ha, pelo menos, dois anos;

e Mulheres com diagndstico citoldgico sem alteracfes malignas, incluindo esfregagos

citologicos normais e inflamatorios.

2. Critérios de Exclusdo:
e Mulheres que ja fizeram conizagdo ou histerectomia total,
e Mulheres indigenas;
e Mulheres que estiverem fazendo uso de antibidticos;

e Mulheres que ja estiverem em tratamento de DST ou qualquer outra patologia do trato

genital feminino nos Gltimos trés meses.
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ANEXO 11

Extracdao de DNA Kit AccuPrep®

1. Primeiramente, adicionou-se 20 pL de Proteinase K em um microtubo de 1,5 mL

novo;

2. Em seguida, foram adicionados 200 pL de amostra cervical ao microtubo contendo a

Proteinase K;

Obs.: Se houvesse menos de 200 pL de amostra, o volume deveria ser completado

com PBS.

3. Acrescentou-se 200 pL de Binding Buffer (GC) a amostra, que foi imediatamente

levada ao vortex;

Obs.: Para uma maior eficiéncia, era necessario que houvesse completa

ressuspensao.
4. Incubou-se o tubo a 60 °C durante 10 min;

5. Depois, adicionou-se 100 pL de Isopropanol Absoluto, homogeneizando bem com a

pipeta;
Obs.: Ap6s esse passo, deu-se um breve spin.

6. Logo, a ressuspensao foi transferida cuidadosamente para um Binding Column Tube

(2 mL) sem molhar as bordas;
7. Entdo, o microtubo foi fechado e centrifugado a 8.000 rpm durante 1 min.;
8. Em seguida, transferiu-se a coluna para um novo microtubo de 2 mL para afiltracao;

9. Adicionou-se, assim, 500 pL. de Washing Buffer 1 (W1), com muito cuidado para que
ndo molhasse a borda do microtubo. Fechou-se o microtubo, centrifugando-o em seguida

a8.000 rpm durante 1 min.;
10. Feito isto, a solugdo do microtubo foi descartada;

11. Depois, adicionou-se 500 puL. de Washing Buffer 2 (W2), com cuidado para que ndo
molhasse a borda do microtubo. Fechou-se o microtubo, centrifugando-o em seguida

a 8.000 rpm durante 1min,;
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12. Entdo, centrifugou-se mais uma vez o tubo a 12.000 rpm durante 1 min para que
houvesse total remocao do Etanol contido no Washing Buffer, checando para que nao

tivesse qualquer residuo deste;

13. Posteriormente, transferiu-se a Binding Column Tube para um novo microtubo de
1,5 mL e adicionou-se 200 pL de Elution Buffer/H20 para eluicdo da amostra durante 1

a 5 min a temperatura ambiente;

14. E, finalmente, a amostra foi centrifugada a 8.000 rpm durante 1 min. para completar

o processo de eluigdo;

Nota: O DNA poderia ser usado diretamente ou estocado a 4°C para analises
posteriores. Para um periodo maior de armazenamento, é sugerido eluir com Elution

Buffer ao invés de H20 e estocar a -20° C.

Obs.: O Isopropanol e o PBS ndo acompanham o kit e ficam estocados separadamente.
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ANEXO Il

PROTOCOLO DE PURIFICACAO POR ACETATO DE AMONIA

Concentragdo de amostras

1- Primeiramente, adicionou-se 0,1 V de acetato de amo6nia 7,5 M as amostras a serem
concentradas.

2- Depois, adicionou-se 2,5 V de alcool absoluto.

3- Homogeneizaram-se bem as misturas dentro de cada microtubo, dando leves “batidas”
em suas paredes.

4- Com isso, as amostras foram deixadas sobe refrigeracdo a -20°C, durante 60 minutos.
5- Passado esse tempo, as amostras foram centrifugadas por 40 minutos.

6- Entdo, com muito cuidado, o alcool contido em cada microtubo foi eliminado por
inversao.

7- Em seguida, adicionou-se 100uL de cada alcool a 70% aos tubos.
8- Dai entdo, os tubos foram submetidos a centrifugacéo por 5 minutos.

9- Posteriormente, inverteram-se 0s microtubos para eliminacdo de todo o alcool e, depois,
os tubos foram submetidos a secagem em fluxo laminar por 15 minutos - outra alternativa é
utilizar speed a vacuo.

10- Feito isto, cada tubo foi ressuspendido em 20 pL de agua milli-Q;

11- Por fim, cada amostra foi aplicada em gel de agarose para posterior verificacdo da
amplificagdo do material por eletroforese.



