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RESUMO

A microbiota vaginal € um ecossistema formado por bactérias aerdbias e
anaerobias, que vivem em equilibrio dindmico. Fatores como imunidade e
variacbes hormonais podem provocar a perda do equilibrio, ocasionando a
proliferacdo de patdgenos oportunistas. A vaginose bacteriana (VB) € uma
doenca de etiologia polimicrobiana, podendo ocorrer em associacdo com
outros microrganismos, tais como o Papilomavirus Humano (HPV). O HPV é
mais prevalente na populacdo feminina sexualmente ativa, sendo fator de risco
para o desenvolvimento de cancer cervical. Algumas bactérias presentes na
microbiota vaginal podem atuar como biomarcadores da persisténcia da
infeccdo e progressdo da lesdo para o cancer do colo do utero. O estudo
dessas bactérias € fundamental para avaliar o prognostico de mulheres HPV
positivas e reduzir a taxa de mortalidade. O objetivo do trabalho foi avaliar a
presenca de bactérias biomarcadoras da persisténcia da infeccdo por HPV em
mulheres portadoras ou ndo de HPV, propondo um kit preditivo de cancer do
colo do utero. Secrecdo vaginal e raspado cervical foram coletados (n= 66) e
DNA viral e bacteriano foi extraido. Reacdo de PCR para genotipagem do HPV
foi realizada, assim como gPCR para as bactérias biomarcadoras. A média de
idade das participantes foi de 35 anos, sendo a idade minima de 18 anos e a
méaxima de 49 anos. Observou-se que 45% das mulheres eram brancas, 48%
possuiam ensino médio completo e 47% classificaram seu estado civil como
solteiras. HPV foi detectado em 80% das amostras. O HPV 18 foi o mais
frequente (62%) em monoinfeccdo. A frequéncia de coinfeccdo por HPV 16 e
18 foi de 27%. Na faixa etaria de 18 a 25 anos, 43% das mulheres
apresentaram HPV 16 e 18% o HPV 18, e ainda, 33% apresentaram
coinfeccdo por HPV 16 e 18. Foram avaliadas a quantificacdo relativa das
bactérias biomarcadoras. A CST mais frequente € a CST | (77%), seguida da
CST IV (21%) e CST 1l (2%). Mulheres que apresentam infeccdo produtiva
apresentam maior diversidade microbiana, com aumento das biomarcadoras,
demonstrando que essas podem ser usadas no acompanhamento da dinamica
da microbiota e sua relacdo com HPV. O Kit prognéstico de cancer do colo do
atero é importante no acompanhamento médico personalizado, pois permitira
intervencdes no tratamento de forma precoce, promovendo saude.

Palavras chaves: Microbiota vaginal, HPV, Cancer do colo do utero.



ABSTRACT

The vaginal microbiota is a complex ecosystem formed by aerobic and
anaerobic bacteria, which live in dynamic equilibrium. Factors such as immunity
and hormonal variations can cause loss of balance, leading to the proliferation
of opportunistic pathogens and resulting in diseases. Bacterial vaginosis (BV) is
a polymicrobial disease, and may occur in association with other
microorganisms, such as Human Papillomavirus (HPV). HPV is the most
prevalent in the female sexually active population, being a risk factor for the
development of cervical intraepithelial lesions, which may progress to cervical
cancer. Some bacteria may act as biomarkers of the persistence of infection
and progression of the lesion to cervical cancer. The study of these bacteria is
essential to assess the prognosis of HPV positive women and reduce the
mortality rate. The aim of this study was to evaluate the presence of bacteria
biomarkers of persistence of HPV infection in clinically healthy women with or
without HPV, proposing a predictive kit for cervical cancer. Vaginal secretion
and cervical scrapings were collected (n= 66) and viral and bacterial DNA was
extracted. PCR reaction for HPV genotyping was performed, as well as qPCR
for biomarker bacteria. The average age of the participants was 35 years old,
with a minimum age of 18 years old and a maximum age of 49 years old. It was
observed that 45% of the women were white, 48% had completed high school
and 47% classified their marital status as single. HPV was detected in 80% of
the samples. HPV 18 was the most common (62%) in monoinfection. The
frequency of co-infection with HPV 16 and 18 was 27%. In the age group of 18
to 25 years, 43% of women had HPV 16 and 18% HPV 18, and 33% had co-
infection with HPV 16 and 18. The relative quantification of biomarker bacteria
was evaluated. The most common CST is CST | (77%), followed by CST IV
(21%) and CST 1l (2%). Women who have a productive infection have greater
microbial diversity, with an increase in biomarkers, demonstrating that these
can be used to monitor the dynamics of the microbiota and its relationship with
HPV. The cervical cancer prognosis kit is important in personalized medical
monitoring, as it will allow early treatment interventions, promoting health.

Key words: Vaginal microbiota, HPV, cervical cancer.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O sistema reprodutor feminino apresenta um ecossistema complexo, no
qual vive em equilibrio dindmico bactérias aerdbias, anaerdbias e fungos.
Dentre esses microrganismos, ocorre o predominio das bactérias do género
Lactobacillus. Estes microrganismos metabolizam o glicogénio presente no
epitélio estratificado vaginal produzindo &cido latico, mantendo o pH &cido, bem
como produzem antimicrobianos e formam um biofilme, inibindo o crescimento
de outras espécies e proporcionando protecdo ao ecossistema vaginal.

O ténue equilibrio da microbiota vaginal pode ser rompido
ocasionalmente por fatores diversos, como 0 uso de contraceptivo, stress,
alimentagdao, ciclo menstrual, uso de antimicrobianos, dentre outros; levando ao
desenvolvimento de doencas, como a vaginose bacteriana. Essa doenca se
caracteriza por uma sindrome polimicrobiana, na qual observa-se o aumento
de bactérias anaerdbias com a reducdo dos Lactobacillus spp., promovendo a
elevacéo do pH vaginal e levando ao aparecimento de um corrimento com odor
fétido. A vaginose bacteriana muitas vezes ocorre em associagdo com casos
de infertilidade feminina e parto prematuro, assim como com a infeccdo por
Papilomavirus Humano (HPV).

O Papilomavirus Humano (HPV) € o virus mais prevalente na populacéo
sexualmente ativa. Devido a uma microlesdo, o virus infecta o epitélio
estratificado cervical, podendo, muitas vezes, ficar assintomatico ou levar a
uma infeccdo produtiva. Infeccdes persistentes por HPV podem levar a
transformacdes celulares, que podem progredir para o cancer. Dessa forma, o
HPV pode atuar como o principal fator de risco para o desenvolvimento do
cancer de colo do utero. Esse tipo de cancer ocupa o sétimo lugar no ranking
mundial, e entre as mulheres brasileiras € o quarto tipo de cancer mais comum
entre as mulheres. O HPV tem sido encontrado em 90% dos casos, e
gendtipos de HPV de alto risco oncogénico, principalmente o HPV 16 e HPV
18, tem se mostrado em associacdo com as alteracdes celulares. Estudos
sugerem uma associacdo entre microrganismos causadores de vaginose
bacteriana e o HPV, podendo levar a altera¢cées na estrutura da comunidade
microbiana vaginal em decorréncia da infecgéo pelo HPV, e que eventualmente
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podem predispor ao cancer de colo do utero ou outras doencas ceérvico-
vaginais.

Estudos anteriores do nosso grupo sugerem alta prevaléncia de HPV
tanto em mulheres com atipias celulares quanto em mulheres clinicamente
saudaveis, sendo durante mono ou coinfeccéo, e evidencia a necessidade do
exame preventivo para o diagnodstico precoce de alteracBes celulares, da
vacinacgao e a importancia do uso de preservativo nas relagdes sexuais. Ainda,
discutiu-se a necessidade de busca de ferramentas que possam contribuir no
arsenal meédico para diagnéstico precoce e prognostico dessas mulheres, além
de minimizacdo de complicacBes e gastos em tratamentos de remediacao das
complicag@es relacionadas a infecgéo pelo HPV.

Por outro lado, de acordo com a literatura recente, ao se avaliar
diferentes estados fisiologicos relacionados a persisténcia da infecgédo pelo o
HPV, sugere-se um padrdo na distribuicdo de alguns grupos bacterianos em
diferentes situacdes: (i) microbiota vaginal em mulheres que apresentam a
persisténcia da infec¢do por HPV; (ii) microbiota vaginal em mulheres inférteis;
(iii) microbiota vaginal de mulheres com predisposi¢cédo ao desenvolvimento de
cancer de colo do utero relacionado a infeccédo por HPV; (iv) microbiota vaginal
de mulheres de baixo risco de progressdo para cancer de colo do utero
relacionado ao HPV; (v) microbiota de mulheres sem infec¢cdo por HPV ou com
baixo risco de desenvolvimento de cancer de colo do Utero relacionado a
infeccao inicial ou subclinica por HPV.

Do exposto, sugere-se como questdo central na atual proposta, o estudo
da ocorréncia e relagdo entre cargas microbianas de alguns desses grupos
bacterianos como biomarcadores de prognéstico para mulheres com
diagnéstico positivo para HPV. Estudar essas bactérias e suas relacbes de
carga microbiana na coexisténcia com o virus pode ser importante para melhor
compreensao de riscos que levam ao desenvolvimento do cancer de colo do
Gtero, mas principalmente, para acompanhar o prognéstico de mulheres HPV
positivas que apresentam essas bactérias biomarcadoras em diferentes niveis.
E proposta apresentacdo de uma ferramenta progndstica baseado na
distribuicAo de biomarcadores vaginais para acompanhamento médico
personalizado, mais assertivo e rigoroso, de mulheres com infecgéao por HPV.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROBIOTA VAGINAL

A vagina apresenta, em nivel histologico, trés camadas: mucosa,
muscular e adventicia. A camada mucosa é constituida por epitélio estratificado
pavimentoso, ndo queratinizado, com caracteristica descamativa, a qual
residem microrganismos, tais como bactérias e fungos, que compdem a
microbiota vaginal. O epitélio vaginal tem papel importante como barreira fisica
e imunoldgica contra infec¢cdes, assim como a microbiota. A composicao da
microbiota vaginal de uma mulher saudavel apresenta predominancia de
Lactobacillus. Estes microrganismos consistem na primeira linha de defesa do
microambiente vaginal contra patégenos, atuando em uma relagdo cooperativa
com o hospedeiro a fim de promover o equilibrio, ou seja, a eubiose (WIRA;
RODRIGUEZ-GARCIA; PATEL, 2016).

Técnicas moleculares permitram uma melhor compreensdo dessa
microbiota, estabelecendo tipos de comunidades microbianas (CSTs), baseada
na composi¢cdo e abundancia das espécies bacterianas vaginais. Essas CSTs
foram classificadas em 5 tipos: CST |, na qual ocorre prevaléncia de
Lactobacillus crispatus, CST II, com abundancia de L. gasseri, CST Ill, de L.
iners, CST IV, com reducdo de Lactobacillus e aumento de bactérias
anaerobias, e CST V, de L. jensenii. Entretanto, CST IV foi dividida em dois
grupos: CST |IV-A, que apresenta 0s microrganismos Anaerococus,
Peptoniphilus, Corynebacterium, Prevotella, Finegoldia e Streptococcus e CST
IV-B, com a presenca de Atopobium, Gardnerella, Sneathia, Mobiluncus e
Megasphera (CHEE; CHEW; THAN, 2020; KALIA; SINGH; KAUR, 2020;
MITRA, A et al., 2015; PLESNIARSKI; SIDDIK; SU, 2021).

De acordo com os estudos de RAVEL e colaboradores (2011), mulheres
que apresentam a microbiota da CST | apresentam uma maior protecédo contra
patégenos, uma vez que L. crispatus apresentam maior producdo de éacido
latico. Entretanto, L. iners, embora presente em um ambiente saudavel, pode

ser verificado em um ambiente vaginal durante um processo infeccioso, sendo
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muitas vezes encontrado em associacdo com a infeccdo por HPV (CHEE;
CHEW; THAN, 2020; MITRA, A et al., 2015). Em contrapartida, a CST IV é
caracterizada pelo desequilibrio do microambiente vaginal, uma vez que ocorre
a perda da protecédo dos lactobacilos, devido sua deplecdo, com aumento de
bactérias oportunista e patogénicas, levando a ocorréncia de infeccOes
vaginais conhecidas como vulvovaginites (VV), em especial a vaginose
bacteriana (VB) (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2016; MITRA et al., 2016).

Os Lactobacillus produzem substancias antimicrobianas, como o acido
latico, bacteriocinas e peroxido de hidrogénio, além de formar um biofilme,
protegendo o tecido vaginal (DELGADO-DIAZ et al., 2020). Essas bactérias se
aderem as células do epitélio vaginal devido a adesinas que se conectam a
receptores celulares especificos, impedindo o0 crescimento de outros
microrganismos (MARTIN et al., 2008).

O é&cido latico é produzido como resultado da fermentacdo de
carboidratos, haja vista que o tecido do epitélio vaginal é rico em glicogénio.
Essa acidificacdo € importante para evitar a proliferacdo de potenciais
patégenos (DELGADO-DIAZ et al., 2020). Estudos indicam que o acido latico &
responsavel por inibir infeccdes por microrganismos como Chlamydia
trachomatis, Herpes simplex virus tipo 2 (HSV-2), HIV, HIV-1 e uma ampla
gama de microrganismos associados a VB (GONG et al., 2014; NAHUI
PALOMINO et al., 2017; O'HANLON; MOENCH; CONE, 2011). O acido latico
ainda atua potencializando a producdo de citocinas proé-inflamatoérias
protetoras, realizando ativacdo de linfécitos T Helper 17, culminando na
producao de interferon (KWASNIEWSKI et al., 2018).

As bacteriocinas sdo proteinas antimicrobianas, como peptideos, que
podem atuar como bactericidas ou podem ter acdo inibitéria (OJALA et al.,
2014).

O peréxido de hidrogénio é um potente microbicida, devido a atividade
oxidante pela producdo de espécies reativas de oxigénio, que danificam a
integridade do DNA celular, inibindo o crescimento de microrganismos nao
produtores de catalase (BROTMAN et al., 2014; MARTIN et al., 2008).
Entretanto, sua agdo no microambiente vaginal tem sido discutida. De acordo
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com os estudos de VALLOR e colaboradores (2001), os niveis de O:2
dissolvidos na vagina séo baixos, entdo a quantidade de H202 acumulados no
ambiente ndo seria satisfatéria para fornecer toxicidade aos patdégenos. Outro
estudo de O’'HANLON; MOENCH; CONE, (2011) demonstrou que a producéo
de H202 néo teve efeito contra patdogenos relacionados a VB, e ainda, que
niveis elevados de H20:2 seriam prejudiciais aos proprios Lactobacillus, em
detrimento as bactérias da VB. Enfim, o papel dessa substancia na prote¢édo do

ambiente vaginal ainda € discutivel.

Em um microambiente vaginal saudavel ainda sdo encontradas outras
espécies bacterianas, em menor proporcdo, como Streptococcus,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Neisseria spp., Escherichia coli, Proteus mirabilis, Corynebacterium spp.,
Peptoestreptococcus sp., Prevotela, Clostridium, Gardnerella vaginalis,
Micoplasma hominis, Atopobium vaginae, Ureaplasma urealyticus, Listeria e
Mobiluncus spp., dentre outras; assim como fungos do género Candida. Em
condicOes de desequilibrio, tanto as bactérias quanto os fungos, podem causar
doencas quando ocorre a reducdo de lactobacilos. Assim, o microambiente
vaginal passa a ser proficuo para determinadas espécies, favorecendo o
crescimento das mesmas (BROTMAN et al.,, 2011; NARDIS; MOSCA;
MASTROMARINO, 2013).

Mudancas na composi¢do da microbiota vaginal podem ocorrer em
diferentes fases da vida, com diferengas marcantes na infancia, na qual
predominam bactérias Gram-negativas anaerdbias, como as dos géneros
Fusobacterium e Bacteroides, além de Gram positivos anaerdbios como
Peptococcus e Peptostreptococcus (MITRA et al., 2016). Na puberdade, se
inicia a producdo do horménio estrogénio, que promove espessamento do
epitélio vaginal com consequente aumento de glicogénio, o que favorece a
ocorréncia de Lactobacillus, levando-os a serem predominantes até a
menopausa. Na menopausa, com a reducédo do horménio, verifica-se o retorno
de uma microbiota mista (GAJER et al., 2012; PETROVA et al., 2013).

Além das fases da vida, a microbiota vaginal pode sofrer alteractes

devido a fatores externos, como o uso de anticoncepcional, pratica de ducha



20

higiénica, uso de antimicrobianos, alimentacao, e ainda fatores internos, como
gravidez, estado de saude, emocional, alteracbes hormonais, dentre outros
(CHEE; CHEW,; THAN, 2020; DOMINGUEZ-BELLO et al., 2016). Estes fatores
podem romper com o equilibrio da microbiota vaginal, culminando na

proliferacdo de microrganismos causadores de doencas (CUNHA et al., 2017).

2.2 DESEQUILIBRIO DA MICROBIOTA VAGINAL

O desequilibrio no microambiente vaginal pode gerar uma patologia
denominada vulvovaginite (VV), que pode levar ao favorecimento do
crescimento de microrganismos ou a introducdo de patégenos. Tem como
principais caracteristicas a sensacao de queimacao, prurido intenso, eritema e
dor. Dependendo de sua etiologia, a VV pode ser dividida em candidiase,

tricomoniase e vaginose bacteriana (CUNHA et al., 2017).

A tricomoniase decorre da introducdo de um patdégeno, o protozodrio
Trichomonas vaginalis. E considerada uma infecgdo sexualmente transmissivel
(IST) (MENEZES; FRASSON; TASCA, 2016).

A candidiase € uma das principais causas de reclamagBes nos
consultérios ginecoldgicos. Apresenta um corrimento esbranquicado, associado
a inflamacéo vaginal e vulvar, devido a proliferacdo de leveduras do género
Candida (FOXMAN et al., 2013; RANDELOVIC et al., 2012). A Candida
albicans é a principal espécie causadora dessa enfermidade; podendo causar
candidiase em 75% das mulheres pelo menos uma vez na vida (CHEE; CHEW;
THAN, 2020). Em populacdes susceptiveis, a candidiase pode ser recorrente,
principalmente por Candida glabrata, com quatro ou mais episodios durante o
ano (CUNHA et al., 2017; NAGASHIMA; YAMAGISHI; MIKAMO, 2016).

A vaginose bacteriana (VB), também comum na populacédo feminina, é
caracterizada por mudancas significativas na composicdo da microbiota, com
alteracdo da dominancia de Lactobacillus, favorecendo um ambiente
polimicrobiano. Podem ser encontradas espécies de Gardnerella vaginalis,

Mobiluncus sp., Peptostreptococcus sp., Bacteroides sp., Prevotella sp.,
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Mycoplasma hominis, Atopobium vaginae, Mobiluncus sp., Fusobacterium sp.,
Ureaplasma urealyticum, Megasphaera spp., Leptotrichia spp., Clostridium,
Dialister spp., Streptobacillus spp., Chloroflexi spp., Olsenella spp.,
Porphyromonas asaccharolytica, Shuttleworthia spp. e  Eggerthella
hongkongensis (CHEE; CHEW; THAN, 2020).

O aumento destes microrganismos promove a elevagao do pH vaginal,
uma vez que o numero de lactobacilos reduz, perdendo o seu carater protetor
(LING et al., 2010; RAVEL, JACQUES; BROTMAN; et al., 2013; SHIPITSYNA
et al., 2013). Ao se proliferarem, essas bactérias promovem a degradacao do
muco, uma vez que produzem proteases, destruindo a barreira quimica que
protege o epitélio vaginal e cervical (MITRA et al., 2015). Devido ao
metabolismo das mesmas, sdo produzidas aminas com odor desagradavel
(putrescina e cadaverina) (FAURE et al., 2016; MALAGUTI et al., 2015;
MASTROMARINO; VITALI; MOSCA, 2013; MORENA; SANTOS, 2014). Na
vaginose bacteriana, verifica-se o0 surgimento de um corrimento vaginal com
odor fétido, podendo ter coloracdes diversas, ou ser esbranquicado, amarelado
ou acinzentado. De acordo com o grau de infeccdo e dos microrganismos
encontrados, a secrecdao pode ser discreta ou abundante, pode vir
acompanhada de prurido e ardéncia; entretanto, uma parcela substancial de
mulheres afetadas podem ser assintomaticas (ONDERDONK; DELANEY;
FICHOROVA, 2016; RAVEL, JACQUES; BROTMAN; et al., 2013).

Alteracdes na composicdo da microbiota também podem estar
relacionadas com a infertiidade das mulheres, sendo este um dos maiores
problemas de salude publica atualmente. Estima-se que um em cada seis
casais apresentard problemas de fertiidade durante a vida reprodutiva
(OLIVEIRA; MEDEIROS; ELEUTERIO JUNIOR, 2019). Estudos anteriores
verificaram associacao entre VB e infertilidade, e demonstraram que mulheres
inférteis apresentaram prevaléncia de VB trés vezes maior em comparacao
com o grupo controle (OLIVEIRA; MEDEIROS; ELEUTERIO JUNIOR, 2019;
@VESTAD et al., 2010). HAGGERTY e colaboradores (2016) encontraram as
bactérias Atopobium vaginae e Sneathia sanguinegens na microbiota de
mulheres inférteis, sugerindo que esses microrganismos possam ser utilizados

como biomarcadores da saude do trato genital feminino.
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A VB ainda representa um fator de risco para aquisicéo de IST’'s, como
HIV, HPV, gonorréia (Neisseria gonorrhoeae), tricomoniase e sifilis
(Treponema pallidum), bem como risco para doengas inflamatérias pélvicas
(DIP), endometrite e pode ainda levar ao aborto e parto prematuro (USYK et
al., 2020). A VB apresenta um componente psicologico e social, uma vez que
gera constrangimento a mulher, devido a um odor desagradavel, que leva a
paciente e as pessoas a seu redor a acreditarem se tratar de falta de higiene
(ALVES et al., 2014; BARRETO ALVES et al., 2016).

A vaginose bacteriana frequentemente pode estar associada a infec¢éo
por HPV, e estudos relatam maior prevaléncia da infeccao viral em mulheres

que apresentam essa doenca (USYK et al., 2020).

Em contrapartida, mulheres com predominancia de L. crispatus
apresentaram menor relacdo com a prevaléncia da infec¢céo por HPV (USYK et
al., 2020).

2.3 Papilomavirus humano — HPV

Uma das infeccbes sexualmente transmissiveis (IST's) de maior
prevaléncia entre a populacdo jovem sexualmente ativa € causada pelo
Papilomavirus Humano (HPV). Esse virus infecta a maioria das mulheres em
todo o mundo, sendo essas portadoras de pelo menos 1 tipo viral ao longo da
vida. Muitas vezes, a infeccdo é encontrada em associacdo com a VB ou
outras infeccdes virais, como o0 virus da imunodeficiéncia humana — HIV (INCA
(2016); MUNOZ, NUBIA et al., 2006).

Os Papilomavirus pertencem a familia Papilomaviridae, onde esta
descrita a espécie Human Papillomavirus (DOORBAR et al., 2012). Esse
grupo apresenta 16 géneros, sendo o principal o Alphapapillomavirus, no qual
estdo inseridos 90% dos HPVs. S&o reconhecidos mais de 200 tipos de HPV,
sendo aproximadamente 40 relacionados ao epitélio genital (WOODMAN et al.,
2007).
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O HPV é composto por DNA fita dupla circular com aproximadamente
8000 pares de base (pb) e massa de 5.000 KDa, representando cerca de 12%
da massa viral, inseridos em um capsideo esférico. Devido a auséncia de um
envelope, o virus é relativamente estavel e resistente a dessecacao, mantendo-
se viavel no meio extracelular por até uma semana (DOORBAR et al., 2012). O
virus segue uma simetria icosaédrica, e possui diametro de 55 nanémetros
(nm), que compreende 72 capsdémeros (DUENSING; MUNGER, 2002).

A informacédo do genoma viral (figura 1) esta distribuida em duas regiées
codificantes, que compreendem as sequencias de leitura aberta (Open reading
frames — ORF), classificadas de acordo com suas expressdes temporais,
conhecidas como precoce ou Early (E), relacionada a proteinas ndo estruturais
e regido tardia ou Late (L), que codifica as proteinas estruturais. Além das
regides codificantes, existe a regidao reguladora, (Long control region — LCR),
também conhecida como URR (Upstream regulation region), que nao
apresenta ORF’s e sdo responsaveis por controlar os processos de replicacéo
e transcri¢éo viral (MUNOZ, NUBIA et al., 2006).

!
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Figura 1: Representacdo esquematica do genoma do HPV (DOORBAR et al., 2012).
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A regido precoce ou Early (E) codifica proteinas regulatorias (E1, E2, E4,
E5, E6, E7), que recebem o nome do gene de que sdo produzidas, estas
promovem a regulacdo da expressado génica viral, transcrigédo, replicacao e a
transformacao celular, ou seja, executando as funcdes regulatorias vitais para a
producdo da progénie viral (DUENSING; MUNGER, 2002).

O gene E1 codifica a fosfoproteina E1, que apresenta atividade de
helicase dependente de adenosina — trifosfato (ATP), se conecta a regides
ricas em AT e contém dominios de ligacdo a proteina E2. A proteina E2
apresenta trés dominios funcionais que regulam a transcricdo e executam
funcdes na replicacdo; ocasionamente pode vir a se conectar ao LCR e reprimir
as proteinas E6 e E7. Em células com transformacdo maligna, a regido E1/E2
se transforma devido a integracdo do virus no genoma do hospedeiro, e assim
a regulacéo das proteinas E6 e E7 torna-se sem efeito (MUNOZ et al., 2006). A
proteina E4 ainda se encontra em estudo, sua funcédo nao esta definida, mas
acredita-se que esteja relacionada a liberacao dos virus da célula, ao induzir o
colapso da rede de citoqueratina celular, ou seja, promovendo modificacdes
citoplasmaticas e perturbacdes no citoesqueleto celular (WOODMAN et al.,
2007).

As proteinas E5, E6 e E7 sdo oncogénicas, pois possuem a capacidade
de induzir a imortalizacdo e transformacao celular. A funcédo da proteina E5 é
aumentar o poder de transformacdo maligna da proteina E7, estimulando o
crescimento celular e inibindo a expresséo do gene supressor de tumor p21. As
proteinas E6 e E7 tem a capacidade de alterar o controle do ciclo celular e
promover uma instabilidade genémica, uma vez que ao se ligarem as proteinas
reguladoras do ciclo celular estimulam o mesmo a progredir. A E6 se liga a
proteina p53, degradando-a, impedindo, assim, a inibicdo do crescimento
celular e apoptose. J4 a E7 inativa a proteina do retinoblastoma — pRb -
regulando-a negativamente, impulsionando os genes da fase S, culminando
com a perda do controle do ciclo celular e o desenvolvimento de tumores.
Juntas, as proteinas promovem uma regulacdo negativa (down regulation) de
genes que expressam interferon, limitando a resposta imune do hospedeiro a
infeccdo (MOODY; LAIMINS, 2010; STEENBERGEN et al., 2014; THOMAS et
al., 2008; WOODMAN et al., 2007).
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As ORF’s E3 e E8 foram identificadas, mas elas ndo sao uniformemente
distribuidas na familia do Papilomaviridae, sendo encontradas na minoria dos
virus, como por exemplo, nos BPVs (do inglés Bovine Papillomavirus) e ndo
apresentam fungao definida (DOORBAR et al., 2012).

A regido tardia ou Late (L) apresenta as ORF L1 e L2, que codificam
proteinas de mesmo nome, importantes na traducao das grandes e pequenas
proteinas do capsideo, ou seja, apresentam funcéo estrutural (HORVATH et
al., 2010; RODEN; WU, 2006; SCHILLER; DAVIES, 2004).

2.4 Replicacao viral e efeitos citopaticos

O virus penetra no epitélio através de microlesdes que ocorrem
comumente durante o intercurso sexual, atingindo a camada basal (MOODY;
LAIMINS, 2010;: MUNOZ, N et al., 2009). Se ligam a células por meio da
proteina L1, utilizando os receptores glicosaminoglicanos de heparan sulfato. A
internalizacdo ocorre por endocitose, de forma lenta, mediada por clatrina e
caveolina, proteinas que atuam na conformacéao do citoesqueleto, modificando-

o para a formacao das vesiculas (HORVATH et al., 2010).

O ciclo de replicacdo desse virus depende da diferenciacéo celular. A
medida que as células se dividem e migram em direcdo a superficie, se
diferenciam, e assim os virus vao sendo distribuidos entre as células filhas.
Parte dessas células permanecem na camada basal atuando como reservatoério
para o DNA viral, na forma epissomal (MUNOZ, N et al., 2009; MUNOZ, NUBIA
et al., 2006).

O HPV pode promover infeccdo cronica ou persistente, produtiva, nas
quais expressam proteinas diferenciadas. Na infeccao cronica, o DNA viral
permanece sob a forma epissomal, assintoméatico, por longos periodos. Nesse
momento, 0 genoma viral pode permanecer como um elemento
extracromossomal no nucleo celular, replicando conjuntamente com o DNA do
hospedeiro, sendo coordenada pelas proteinas E1 e E2 (GALLO et al., 2003).

Ocasionalmente, o genoma viral pode ser ativado, levando a uma infeccéo
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produtiva, com replicacdo viral. Em uma infeccao produtiva, o DNA viral pode
se integrar ao genoma humano, levando a transformacfes neoplasicas. Os
dois tipos de infeccdo podem ocorrer concomitantemente, conforme figura 2
(INCA 2016; ZUR HAUSEN, 2009).
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Figura 2: Ciclo de vida do HPV. Os tipos de infec¢des causadas pelo virus. Adaptado de
MURNOZ, N et al., (2009).

Nas camadas basais e parabasais ocorre a replicacédo, e nas camadas
superiores, ocorre a formacao do capsideo viral. O HPV nao possui ciclo litico,
portanto, a liberacéo das particulas virais acontece na superficie do tecido, que
tem caracteristica descamativa (ARBYN, MARC et al., 2006; DILLNER et al.,
2011).

InfeccOes persistentes podem levar a perda do controle da replicacéo
viral, com quebra da integridade do DNA humano e consequente integracéo do
DNA viral ao DNA do hospedeiro. Esta integracdo promove a linearizacao entre
os genes E1 e L1 e a inativacao de E2, por ruptura ou delecdo. A proteina E2 é
responsavel pela regulacdo da expressdo exacerbada dos genes. Assim,

ocorre a super expressao dos genes virais, incluindo E6 e E7, relacionados

Virus penetra na célula através de um

Camada escamosa

Membrana basal
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com a transformacéo celular, acelerando a formacéo do cancer (GALLO et al.,
2003; STEENBERGEN et al., 2014).

As proteinas E6 e E7 de HPVs oncogénicos possuem a capacidade de
interferir no controle do ciclo celular, uma vez que formam complexos com as
proteinas p53 e pRB, respectivamente, inativando-as. A inativacdo dessas
proteinas causa transtornos no ciclo celular, impedindo processos de
reparacao do DNA, promovendo instabilidade genética, acumulo de mutacdes
e imortalizacdo das células, culminando com o desenvolvimento de neoplasias
(DILLNER et al., 2011)

2.5 Cancer cervical e lesdes neoplasicas

A infeccdo persistente por HPV, principalmente os tipos de alto risco,
assim como a ocorréncia de coinfec¢des por varios tipos virais, atuam como
cofatores para o desenvolvimento de alteracdes celulares que podem levar ao
cancer cervical (CC), também chamado de Cancer de colo do utero (Cohen et
al., 2019). Os tipos de HPV 16 e 18 sdo os mais prevalentes na populagéo
mundial, e, consequentemente, sdo encontrados em 70% dos casos dessa
enfermidade (DE SANJOSE et al., 2013; FERNANDES et al., 2015; LEE et al.,
2013; WAGNER et al., 2015). Outros tipos também apresentam alta incidéncia,
sendo os HPVs 31, 33, 35, 45, 52, e 58, os mais comuns e os HPVs 39, 51, 56
e 59 com menor incidéncia em casos de CC (MAHMOODI et al.,, 2018).
Sozinho, o HPV 16 é responsavel por 60% dos canceres e 50% das lesfes pré-
cancerosas (WANG et al, 2020). No Brasil, os tipos virais de maior incidéncia
nos casos de CC sao: HPV 16 (52,8%), 18 (15,4%), 45 (5%), 33 (4,8%), 31
(4,6%), 35 (3,9%), 58 (2,2%), 52 (1,7%), 51 (1%) e 39 (1%) (HPVCENTER;
HPVCENTER, 2021).

A infecc@o por HPV pode se tornar um estimulo para inflamagé&o croénica
do tecido, uma vez que a proteina viral E5 estimula a secrecdo de
prostaglandinas e seus receptores e a proteina E7 induz a producdo de

interleucina 1B. Ou seja, a infec¢cdo pode estimular fatores que competem na
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promocdo do cancer, haja vista evidéncias que sugerem que ambientes de
irritacéo crénica e infeccdo podem ser um fator critico para o desenvolvimento
de tumores (ADEFUYE; SALES, 2012; FERNANDES et al., 2015).

No entanto, o HPV sozinho ndo representa a causa de alteracbes que
culminam no CC, para isso sd0 necessarios cofatores, tais como: idade, inicio
da atividade sexual, uso de anticoncepcional, tabagismo, dentre outros fatores

relacionados a saude do paciente (COHEN et al., 2019).

O cancer é uma doenca de evolucao lenta e progressiva, que ocorre por
estagios. Se manifesta inicialmente através de lesGes precursoras que podem
se desenvolver e levar a um quadro grave de cancer invasivo, quando

atravessa a membrana basal (MUNOZ, N et al., 2009).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, no ano de 2020, 600
mil mulheres tiveram o diagndstico de cancer cervical, sendo que 342 mil
morreram (LIU et al., 2021). No Brasil, as estimativas do triénio 2020-2022 sao
de 16590 novos casos. O cancer de colo do Utero € um dos mais frequentes na
populacdo feminina, ocupando a quarta posicdo na regido sudeste do pais
(INCA, 2015). Entre as brasileiras, representa o terceiro tipo de cancer mais

comum na populacao feminina entre 15 e 44 anos (HPVCENTER, 2021).

O controle do CC baseia-se no exame preventivo citoldgico e
colposcopico, que rastreia alteracdes, que se iniciam por lesdes precursoras,
como Lesao intraepitelial escamosa de baixo grau (Low grade squamous
intraepitelial lesions — LSIL) que anteriormente era classificada como neoplasia
intraepitelial cervical de grau 1 (NIC 1), terminologia proposta pelo Sistema de
Bethesda. Esse sistema dividiu ainda Lesao intraepitelial escamosa de alto
grau (High grade squamous intraepitelial lesions — HSIL), compreendendo NIC
Il e NIC lll (VERMA, 2014). As atipias celulares foram classificadas em células
escamosas atipicas (Atypical squamous cells - ASC), subdivididas em: aquelas
com significado indeterminado (Atypical squamous cells of undetermined
significance - ASC-US) e aquelas em que nédo € possivel excluir lesdo de alto
grau (Atypical squamous cells cannot exclude high-grade squamous

intraepitelial lesion - ASC-H). A designacao destas atipias engloba processos
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indeterminados, podendo estar relacionado ao HPV ou a inflamacfes (VALIYA,;
BAXI, 2015).

O céancer de colo de utero € uma doenca tratavel, e seu diagndstico
pode ser realizado apds exames preventivos precoces, com consequentemente
reducdo da taxa de mortalidade, sendo a abordagem preventiva a acdo mais
eficiente (INCA, 2015; INCA, 2016).

2.6 Diagnostico e rastreio de Cancer cervical

O diagnostico de CC, assim como o rastreamento, é realizado através
do emprego dos métodos rotineiros, como o teste de Papanicolaou, conhecido
como exame preventivo (ZUNA et al., 2007; BOBEK et al., 2010). E um
procedimento que permite detectar alteragcdes pré-cancerosas nas células
cervicais, baseando-se em propriedades de cor e forma de nucleos celulares e
citoplasma. O diagnéstico precoce pode reduzir a mortalidade por cancer em
até 80% (WILLIAM et al., 2018). Sendo a principal estratégia de rastreio, esse
teste normalmente € realizado uma vez ao ano, através da coleta de material
citolégico seguido de analise citopatoldgica, permitindo assim, determinar se
existem alterag@es citoloégicas (SAFAEIAN; SOLOMON; CASTLE, 2007). Caso
existam alteracdes, seguem-se exames de colposcopia e de histopatologia,
para melhor analise e definicdo da lesdo encontrada (INCA, 2016).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (2016), o exame deve ser
realizado em mulheres de 25 a 64 anos; uma vez ao ano, ap0s dois exames
consecutivos com resultado normal ou negativo, o teste pode ser realizado a
cada trés anos.

Entretanto, o teste de Papanicolaou apresenta algumas desvantagens,
como o tempo consumido para o procedimento e posterior analise, mas
principalmente a necessidade de um citologista treinado, a fim de evitar erros
de classificacdo visual, assim como a importancia de uma coleta adequada
(WILLIAM, 2018; ZUNA et al., 2007; BOBEK et al., 2010).

A colposcopia permite a visualizacdo do colo uterino através das lentes
do colposcépio, com aumento de 10 a 40 vezes. O resultado é importante para
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o direcionamento da biopsia. O exame histologico € considerado o padréo ouro
no diagndéstico morfolodgico, no qual a amostra € coletada por meio de bidpsia,
permitindo verificar a presenca de alteragOes celulares, como a coilocitose -
células com grandes vacuolos perinucleares; disceratose - queratinizacdo
imperfeita das células epidérmicas; e discoriose - aumento e irregularidade na
forma dos nucleos e hipercromatismo (BRASIL, 2022).

Os testes moleculares para detec¢cao do DNA do HPV e tipagem viral
podem complementar o diagndéstico, entretanto, ndo fazem parte da rotina
clinica (ARBYN et al., 2010).

2.7 Técnicas moleculares para a detec¢cdo do HPV

A deteccdo do HPV pode ser realizada em amostras clinicas através de
métodos moleculares. A escolha da metodologia depende da disponibilidade de
recursos e infraestrutura adequadas, apresentando alto grau de especificidade
e sensibilidade, principalmente quando comparada aos métodos citolégicos e
histoldégicos, usados na rotina médica (ARBYN et al., 2010).

As técnicas moleculares sdo importantes, uma vez que identificam o
gendtipo viral, possibilitando uma triagem mais especifica com
acompanhamento personalizado de acordo com o tipo viral encontrado,
auxiliando no prognostico da doenca (MARTINS; OLIVEIRA; et al., 2016).

As principais técnicas moleculares no diagnostico de HPV sdo a Reacgéo
em Cadeia da Polimerase (PCR), Hibridacdo In Situ com fluorescéncia - FISH,
microarrays, Captura Hibrida, e sequenciamento de nova geracdo (NGS)
(MARTINS; MENDES DE OLIVEIRA,; et al., 2016).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é a técnica mais utilizada, que
apresenta alta especificidade, variando de 92,8% a 100% na deteccéo do HPV.
Esse método consiste na amplificacdo de uma sequéncia especifica de DNA
em um curto espaco de tempo (MARTINS; MENDES DE OLIVEIRA; et al.,
2016). Para a determinagdo da carga viral, é utilizada a técnica de PCR em
tempo real (gqPCR), que utiliza sondas fluorescentes que podem ser

quantificadas a medida que a amplificacdo vai ocorrendo, sendo diretamente
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proporcional a quantidade de amplicons gerados (WATERS, 2013;
YAMAGUCHI et al., 2002; FU et al., 2015; CUSCHIERI et al., 2016)).

A técnica de hibridizacao in situ (ISH) se baseia na hibridizacao (ligacao)
de uma sonda especifica, para um tipo de HPV, em uma lamina com tecido
previamente tratados com tampdes. Os hibridos que se formam entre a sonda
marcada e as sequéncias alvo especifica podem ser visualizadas e detectados
por microscopia. A detec¢do do HPV ocorre no nucleo de células infectadas, o
que permite identificar a localizacdo do DNA viral. A presenca de HPV em
amostras de tecido sendo testadas € indicada pelo desenvolvimento de
precipitado dentro dos nucleos das células epiteliais, e a condicdo do virus
pode ser classificada como integrada ou epissomal pela presenca de sinais
pontuais e sinais difusos, respectivamente. Entretanto, essa técnica apresenta
baixa sensibilidade e demanda muito tempo para ser realizada (WILLIAMS;
KOSTIUK; BIRON, 2022).

A captura hibrida é um teste de hibridizacdo molecular, na qual ocorre a
amplificacdo dos hibridos formados (sinal) que serdo detectados por reagdo
enzima substrato e leitura através da quimioluminescéncia. E a Unica técnica
molecular aprovada pelo Food and Drug Administration - FDA e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa (FEDERACAO BRASILEIRA DAS
SOCIEDADES DE GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2002). Inicialmente
ocorre a desnaturacdo do DNA da amostra, depois é adicionado uma mistura
de sondas especificas para varios tipos virais. Estas sondas mistas detectam
dois grupos de HPV: tubo A, os gendtipos de HPVs de baixo risco e tubo B os
genotipos de HPV de alto risco. A técnica de captura hibrida distingue o grupo
A e B, mas ndo o tipo viral. O resultado é capturado por uma placa de
microtitulacdo revestida com anticorpos monoclonais de captura. Em seguida,
ocorre a adicdo de um segundo anticorpo ligado a fosfatase alcalina, que
resulta na liberacdo de Iluz, que sera captada por um sistema
qguimioluminescente (WILLIAMS; KOSTIUK; BIRON, 2022).

O sequenciamento do 16S rDNA é uma ferramenta eficaz no estudo de
comunidades microbianas; assim como sequenciamento de DNA para o
diagnostico de HPV, uma vez que permiti identificar a sequéncia de bases do
DNA que compde o genoma. De modo geral, o conteGdo de um genoma

possibilita determinar funcdes dos genes, identificar genes relacionados a



32

doencas, genotipagem, estudos de comparacdo de genomas para a
compreensao da evolucdo das espécies e identificacdo de microrganismos
presentes no microambiente vaginal humano (MARDIS, 2011; NELSON, 2014).

O Sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing -
NGS) tem sido cada vez mais utilizado, podendo sequenciar todo o genoma do
HPV ou ser limitado a areas especificas de interesse (PERES et al., 2015).
Permite inferir dados relevantes que vao além de presenca e auséncia viral,
haja vista que possibilita a genotipagem, inclusive sendo um método altamente
sensivel, que detecta um baixo numero de copias, incluindo também novos
tipos virais e fornecendo informacfes mais detalhadas sobre o curso provavel
da doencga.

A constatacdo de que o HPV esta relacionado a carcinogénese permite
uma nova abordagem para a prevencdo do CC, a partir da deteccdo e
genotipagem viral, assim como outros fatores que levam a persisténcia da
infeccao viral, como a coinfec¢cdo com bactérias causadoras de VB. A deteccao
de determinadas bactérias que estéo relacionadas a infeccdo por HPV é uma
ferramenta emergente e importante para determinar o prognostico da doenca,
levando a um acompanhamento meédico personalizado, otimizando protocolos

abordados pelo sistema de satde (MUHR et al., 2021).

2.8 Microrganismos biomarcadores preditivos na progressao do cancer

Segundo o National Institutes of Health Biomarkers Definitions Working
Group, biomarcador € um parametro biol6gico que pode ser mensurado e
avaliado, podendo ser usado para analisar processos biolégicos normais,
patogénicos ou respostas a uma intervencdo ou exposicdo terapéutica
(STRIMBU; TAVEL, 2010). Eles auxiliam na identificacdo de populagbes que
apresentam maior probabilidade de se beneficiar de determinado tratamento.
Os biomarcadores relacionados ao cancer de colo do utero sdo pesquisados
com intuito de avaliar o risco de um individuo desenvolver neoplasia, assim
como detectar estagios tumorais e prognostico da doenca (CALIFF, 2018). A
utilizacdo de biomarcadores tem finalidade de reduzir indices de casos graves
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e mortes, promovendo diagndstico precoce e um acompanhamento mais
individualizado, uma vez que estes biomarcadores podem indicar
probabilidades de desenvolvimento da doenca (ROBB; MCINNES; CALIFF,
2016).

Biomarcadores relacionados ao progndéstico tem como objetivo a
verificagdo da probabilidade de ocorrer determinado evento, assim como
ocorréncia de recidiva ou a progressdo de doencas, como por exemplo,
mudanca de lesdes pré-cancerosas para o cancer cervical (CALIFF, 2018).
Nesse caso ja houve um diagndstico, mas é necessario um acompanhamento,
a fim de verificar mudancgas no quadro da doenca que podem levar a piora da
mesma, haja vista que esse individuo pode ndo apresentar doenca aparente,
sendo classificado como clinicamente saudavel, sendo, portanto uma avaliacédo
individual (ROBB; MCINNES; CALIFF, 2016).

Ainda obstante a reducéo da taxa de mortalidade devido ao CC, verifica-
se um numero elevado de novos casos, revelando a necessidade de novas
abordagens para a compreensdo dos processos que promovem alteracdes
celulares, mas principalmente quais séo os fatores que permitem a progressao
de lesdes cervicais (ROBB; MCINNES; CALIFF, 2016).

Na literatura observa-se que existem biomarcadores ja bem
estabelecidos, relacionados ao prognéstico de diferentes tipos de cancer. No
cancer de mama, observa-se a expressao do receptor de estrégeno e receptor
HER2, que indicam um melhor prognostico para os pacientes (LUDWIG,;
WEINSTEIN, 2005). No cancer de vulva e outros associados a infeccdo por
HPV, observam-se as proteinas p53 e pl6, sendo fatores importantes na
decisédo quanto a terapia direcionada (SAND et al., 2019). No cancer cervical, o
antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno de carcinoma de células
escamosas (SCC Ag), bem como CA19-9 tém sido utilizado para monitorar e
detectar esse tipo de cancer, assim como microRNAs (miRNAs), sugeridos
como biomarcadores para a deteccdo do cancer cervical, apresentando alta
sensibilidade e especificidade (DU et al., 2020).

Uma maior compreensao da dinamica da microbiota vaginal associada a

infeccdo por HPV é de extrema importancia para avaliacdo prognéstica dos
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pacientes, o que leva a uma terapia mais assertiva. Esse processo pode ser
realizado por meio de biomarcadores relacionados a essa dinamica, utilizando
as bactérias presentes no microambiente vaginal, e através de seu estudo
pode-se compreender fatores que levam a mudanca e culminam com o

desenvolvimento de cancer (DU et al., 2020).

A coinfecgcdo de HPV e de determinados microrganismos acentua a
persisténcia da infeccdo por HPV e consequentemente o0 risco de
carcinogénese do mesmo, devido a alteracdes no tecido epitelial (BAHRAMI et
al., 2018; USYK et al., 2020). Diante de inflamacdes, o tecido perde a barreira
protetora fisica do mesmo e também acentua alteragdes na replicacdo e na
transcricdo viral. Assim, o desequilibrio na microbiota vaginal € favoravel a

aquisicao e persisténcia da infeccao por HPV (SO et al., 2020).

Um estudo de CHAO e colaboradores (2019) avaliou 151 mulheres, as
quais 65 eram HPV positivas e 86 HPV negativas, e revelou que o HPV esta
fortemente associado a maior abundancia de bactérias anaerdbias,

caracteristicas da CST IV, como Prevotella.

Segundo LEE e colaboradores (2013), mulheres infectadas por HPV
apresentaram maior abundancia de Prevotella, Sneathia, Atopobium,
Anaerococcus, Dialister, Gardnerella, entre outras bactérias caracteristicas da
CST 1V, guando comparadas com mulheres que apresentam microbiota

saudavel.

Em suma, o desequilibrio da microbiota esta fortemente associado ao
risco da infeccdo por HPV. Andlise de sequenciamento revelou que G. vaginalis
foi identificada como biomarcador chave relacionado a NIC 2, haja vista que a
bactéria além de influenciar o desenvolvimento da lesdo, ainda promove
aumento da diversidade microbiana (USYK et al., 2020). Essa por sua vez
pode formar um biofiime, acentuando os fatores de risco para o
desenvolvimento das lesbes (LOUIS; HOLD; FLINT, 2014; SFANOS et al.,
2018). A medida que a lesdo progride, formam-se outras associacdes
microbianas, o que pode ser observado no trabalho de @VESTAD e
colaboradores (2010), que ao analisar as bhibpsias cervicais, verificou

diferencas microbianas a medida que ocorria a progresséo do CC.



35

Assim, a compreensao da dinamica da microbiota vaginal, bem como a
deteccdo do Papilomavirus humano em amostras de secrecdo vaginal de
mulheres é fundamental para a geracdo de dados, conhecimento que levardo
ao entendimento dos fatores que contribuem para a mudancga na estrutura da
comunidade bacteriana que eventualmente predispde ao cancer do colo do

utero ou outras doencas.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a distribuicdo de bactérias biomarcadoras na microbiota vaginal
de mulheres com diagndstico positivo para infec¢do por HPV atendidas
nos servigos de ginecologia, a fim de propor um kit de avaliacdo de
bactérias biomarcadoras e sua distribuicdo para possivel relacdo ao
prognéstico de cancer cervical. Relacionar os dados obtidos com
amostras de mulheres que apresentam alteracdo cervical de graus
variados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar caracteristicas soOcio-demograficas e aspectos clinicos de

pacientes atendidas no servi¢co de ginecologia publico e privado de Juiz
de Fora;

e Detectar o genoma do virus HPV nas amostras de raspado cervical
colhidas das pacientes pela técnica de PCR em tempo real e determinar
0 genatipo viral associado;
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e Avaliar a ocorréncia de bactérias biomarcadoras: Gardnerela vaginalis,
Lactobacilus crispatus, Lactobacilus iners, Lactobacilus gasseri,
Lactobacilus jenseni, Sneathia sanguinegens, Atopobium,
Peptostreptococos, Prevotela nas amostras de fluido vaginal dessas

pacientes, pela técnica de PCR em tempo real;

e Relacionar a distribuicdo de bactérias biomarcadoras a caracteristicas
fisiologicas e clinicas das pacientes com infeccdo pelo HPV e ao

estadiamento das possiveis atipias celulares cervicais nessas mulheres.

e Validagao do Kit preditivo de cancer do colo do Gtero.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populagdo amostrada

Este € um estudo transversal e prospectivo, onde a populacédo estudada
€ do sexo feminino (n = 66), com idades variando entre 18 e 50 anos,
atendidas em seus exames de rotina nos consultorios ginecoldgicos do sistema
anico de saude (SUS) e da rede particular do municipio de Juiz de Fora (MG).
Foram realizadas coletas de fluido vaginal e raspado cervical durante a
consulta, durante o periodo de marco de 2016 a dezembro de 2019. Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), sob CAAE numero
44545715.5.0000.5147 (Anexo I).

Foram considerados como critérios de inclusdo das pacientes no estudo:
terem realizado o exame citolégico preventivo de Papanicolaou, com resultado
normal, sem alteracdo, conforme classificagdo do SUS e da Subsecretaria de
Atencdo Priméria a Saude, ndo mantiveram relacdo sexual nos cinco dias que

antecedem ao exame, nao utilizaram produtos tépicos vaginais, tais como
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sabonetes intimos ou cremes vaginais e, finalmente, aguelas que aceitarem
participar do estudo, mediante assinatura de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, conforme resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude
(Anexo Il e Ill). Foram considerados critérios de exclusdo: pacientes gravidas,
pacientes que mantiveram relacdo sexual nos cinco dias que antecedem ao
exame, que utilizaram produtos tépicos vaginais, tais como sabonetes intimos
ou cremes vaginais, além daquelas que nao consentirem em participar do
estudo. As pacientes participantes responderam a um questionario para
caracterizacdo do perfil epidemiologico, além do preenchimento das fichas de
acompanhamento clinico do SUS, feita pelos profissionais de saude (Anexos IV
eV).

Considerando-se os riscos envolvendo pesquisa com seres humanos, de
acordo com o preconizado pela legislagdo vigente, o estudo em questao foi
classificado como de risco minimo para as participantes. As amostras foram
coletadas durante consulta ginecoldgica pelo médico ou enfermeiro
responsavel, concomitantemente aos procedimentos realizados rotineiramente
neste servico, o que contribuiu para diminuir os eventuais desconfortos

gerados.

4.2 Coleta dos espécimes clinicos

Um raspado da mucosa cervical das pacientes encaminhadas ao servigco
de citologia da Prefeitura Municipal de Juiz de Fora foi obtido, utilizando-se
uma escovinha, para pesquisa de HPV. Além disso, uma amostra de fluido
vaginal foi coletada, utilizando um swab estéril, para pesquisa da diversidade
bacteriana destas pacientes. ApGs coleta, as escovinhas e os swabs foram
acondicionados separadamente em tubo de 2 mL contendo tampao fosfato
salina (PBS) e encaminhados para o Laboratério de Fisiologia e Genética
Molecular Microbiana do CEMIC/ICB/UFJF, no mesmo dia, para procedimentos
de cultura e biologia molecular. As amostras foram encaminhadas em caixas

de isopor com gelo e mantidas em refrigeracdo até a analise.
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4.3 Extracao de DNA das amostras de fluido vaginal e raspado cervical

O DNA total bacteriano foi extraido das amostras de fluido vaginal
coletados a partir do swab utilizando o QIAamp® DNA Blood Minikit (QIAGEN,
Hilden, Germany), seguindo o protocolo de bactérias Gram positivas, conforme
as orientagcbes do fabricante. O DNA viral foi extraido a partir das amostras
coletadas com a escovinha, utilizando o kit mencionado anteriormente, porém
seguindo o protocolo para extracdo de DNA viral, conforme as orientacdes do
fabricante. A integridade do DNA extraido foi verificada por eletroforese em gel
de agarose a 0,8%, e a concentragdo do DNA foi determinada por

espectrofotometria, utilizando o NanoDrop™ (Thermo Scientific).

4.4 Determinacédo dos genotipos virais do HPV

4.4.1 Amplificacdo da regido E6/E7 do genoma viral

Inicialmente, a fim de detectar a presenca e os genoétipos virais de HPV
16 e 18, foi realizado PCR para as regibes E6 e E7. As sequéncias dos
iniciadores foram: E6CF4 — forward (5 ATT CTG TGT ATG GAG AAA CAT
TAG AA 3) e E7TCRS3 reverse (5 TGA GCT GTC GCT TAA TTG CTC 3)
(YAMAGUCHI et al., 2002b).

A reacdo teve como volume final 25 L, utilizando 12,5 uyL de Gotaq
Green Master Mix, com concentragdo de 2X (PROMEGA, WI/USA), 3,5 uL de
agua, 1 uL de cada oligoiniciador (10 pMol/uL) e 7 uL de DNA molde. A reagao
de PCR foi realizada sob as seguintes condi¢des: temperatura inicial de
desnaturacdo a 95°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 30
segundos, 48°C por 30 segundos para anelamento, 72°C por 30 segundos
para a extensdo. O ciclo de amplificagcéo foi seguido de uma extenséo final de
72°C por 10 minutos (YAMAGUCHI et al., 2002b).
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4.4.2 Genotipagem do HPV

Utilizando a técnica de Hemi-Nested-PCR foi possivel realizar a
genotipagem inicial, através de reacdes independentes para cada tipo viral,
HPV 16 e 18. A técnica permite o aprimoramento da especificidade e eficiéncia
da reacéo, utilizando o produto da amplificacdo da regido E6/E7 para realizar a
segunda reacéo, sendo um iniciador (E7CR3) o mesmo utilizado na reacéo
anterior e o outro iniciador, dependendo do tipo viral, interno a regido consenso
amplificada. Os iniciadores utilizados no Hemi-Nested-PCR estdo descritos na
tabela 1 (YAMAGUCHI et al., 2002b).

Em todas as reacdes para os diferentes tipos foi utilizado o branco, sem
DNA molde. As reacdes de PCR foram realizadas no termociclador T1
Termocycler (Biometra - Deutschland). Os amplicons obtidos em cada reacéo
foram visualizados em gel de agarose 2% em TBE 0,5 X, apoés eletroforese em
voltagem constante de 80V, por 1 hora e 15 minutos para a visualizagcao das
bandas.

Como controle positivo, foi utilizado DNA viral de HPV 16 e 18, cedido

gentilmente pelo Laboratério Hermes Pardini, em Belo Horizonte/MG.

Tabela 1: Iniciadores, sequéncia, tipo viral, tamanho e gene-alvo usados no
Hemi- Nested-PCR.

Tipo Tamanho Gene
Iniciador Sequéncia P do
viral ) alvo
amplicon
16SF1 5 TGA GCT GTC GCTTAATTG CTC 3 HPV 16 149 eb/e7
18SF2 5 CCA TTC GTG CTG CAA CCG 3' HPV 18 177 e6/e7

Fonte: (YAMAGUCHI et al., 2002b).
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4.4.3 Genotipagem do HPV por gPCR Multiplex com sondas TagMan

O DNA de todas as amostras foi submetido a amplificacdo por PCR em
tempo real (QPCR), em uma reacdo Multiplex, utilizando as sondas TagMan.
Foram testados os gendtipos de HPV 16 e 18. Para verificar a qualidade do
DNA, foi utilizado a B-globina nas reacdes. As andlises foram realizadas no
termociclador StepOne™ (Thermo Scientific). As amostras foram analisadas

em duplicata e padronizadas na concentracédo de 10 ng/uL.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacéo foram o HPV 16,
HPV 18 e BG (10 pMol/uL), e as sondas (5 pMol/uL) estdo descritos nas
tabelas 2 e 3 (adaptado de SCHMITZ et al., 2009). As reacdes foram feitas com
volume final de 20 L, composta por 1 yL de cada iniciador (10 pMol/uL), 1 pyL
de cada sonda (5 pMol/yL), 6 yL de agua, 10 yL de PrimeTime™ Gene
Expression Master Mix (IDT DNA) e 1 uL de DNA (10 ng/uL).

A gPCR foi realizada sob as seguintes condi¢cfes: desnaturacéo inicial a
50°C por 2 minutos, seguida de 94°C por 10 minutos, 45 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 15 segundos, anelamento a 50°C por 20 segundos e
extensdo a 60°C por 40s. A curva padrdo para os genétipos estudados foi
construida a partir de diluicdes seriadas (10° — 10' copias/uL) do DNA
gendmico de HPV 16, 18 e células SiHa (SCHMITZ et al., 2009). Os controles
positivos foram cedidos pelo Laboratério Hermes Pardini, como ja mencionado.

Tabela 2: Iniciadores utilizados no qPCR.

Iniciadores Sequéncia Iniciadores (5- 3") Tamanho do Gene

fragmento alvo
HPV 16 for GAA CCG AAA CCG GTT AGT ATA A 128 HPV 16
HPV 16 rev  ATG TAT AGT TGT TTG CAG CTC TGT
HPV 18 for GGA CCG AAA ACG GTG TAT ATAA 124 HPV 18
HPV 18 rev CAG TGA AGT GTT CAG TTC GGT
bG for ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC B Globina
bG rev CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC 110 humana

for: Foward; rev: Reverse
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Tabela 3: Sondas utilizadas no qPCR.

Sonda Sequéncia (5-3’)
1 _HPV 18 TAMRA — ATG TGA GAA ACA CAC CAC AAT ACT ATG
GCG CG -3 BHQ-2
2-HPV 16 FAM — CAT TTT ATG CAC CAA AAG AGA ACT GCA
ATGTTT C -3 BHQ-1
3_Bg YAK YEL — TCA AAC AGA ZEN CAC CAT GGT GCA

TCT GAC TCC - 3IABKFQ

BHQ — black hole quencher

4.5 Avaliagéo da ocorréncia de biomarcadores da microbiota vaginal

A ocorréncia de bactérias biomarcadoras da microbiota vaginal foi
realizada por quantificacdo relativa, através da andlise do AACT, utilizando o
método de Pfaffl (2001), de acordo com a literatura, através da férmula abaixo
-figura 3- (STEVENSON; WEIMER, 2007). Esse método verifica a amplificacéo
do gene em questdo (alvo) em relacdo a amplificacdo de um gene de
referéncia, no caso, o rDNAL16S, que representa o total de bactérias de
determinada amostra. Entdo a normalizacdo do gene especifico (alvo) é
realizada pelo gene de referéncia a fim de compensar variagdes inter PCR. A
finalidade do método de quantificacdo relativa empregado € determinar a
concentracdo do gene especifico em relacdo ao total de bactérias presentes na
amostra. (MAGALHAES et al., 2019; NAVIDSHAD; LIANG; JAHROMI, 2012).

ACyppe (cOntrol—sample )

(L target )

E ACH ¢ ference | control —sample )
( rel'erem:e)

ratio =

Figura 3: Equacao utilizada no método de Pfaffl.
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Os ensaios foram realizados no termociclador StepOne™ (Thermo

Scientific). As amostras foram analisadas em duplicata e padronizadas na

concentragédo de 10 ng/uL. As reacgdes foram feitas com volume final de 25 pL,

composta por 1 uL de cada iniciador (10 pMol/uL), 9,5 yL de agua e 12,5 uL

itaq Universal Sybr Green Supermix (Bio-Rad).

A reacao de PCR para os biomarcadores foi realizada sob a seguinte

condicdo: temperatura inicial de desnaturacdo a 95°C por 10 minutos seguida

de 40 ciclos de 95°C por 1 minuto para a desnaturacdo, 60°C a 64°C, de

acordo com a Tab 4, por 1 minuto para o anelamento e 72°C para extensdao, e

a extensao final de 72°C por 10 minutos.

Tabela 4: Iniciadores utilizados no gPCR das bactérias biomarcadoras.

. A Y o Tam. Temp.
Iniciadores Sequéncia Iniciadores (5'- 3) Frag. Anelamento
Gardnerella vaginalis F GGAAACGGGTGGTAATGCTGG 125 60°C
Gardnerella vaginalis R CGAAGCCTAGGTGGGCCATT
Atopobium vaginae F GTTAGGTCAGGAGTTAAATCTG 157 62°C
Atopobium vaginae R TCATGGCCCAGAAGACC
Peptostreptococcus sp. F TCATAGGAGGAAGCCCTGGCTAAA 134 64°C
Peptostreptococcus sp. R TAAGCTCCACGCTTTGACACCTGA
Prevotella spp. F GGGATGCGTCTGATTAGCTTGTT 179 62°C
Prevotella spp. R CTGCACGCTACTTGGCTGGTTC
Sneathia sanguinegens F GATGGGAGCTAGCTTGCTAGAAGAAG 160 64°C
Sneathia sanguinegens R GCTCTCATATAGCGTATTGCTACC
Lactobacillus gasseri F CGAGCTTGCCTAGATGAATTTG 162 62°C
Lactobacillus gasseri R CTCTAGACATGCGTCTAGTG
Lactobacillus iners F TTGAAGATCGGAGTGCTTGC 128 64°C
Lactobacillus iners R TTATCCCGATCTCTTGGGCA
Lactobacillus crispatus F GATTTACTTCGGTAATGACGTTAGGA 125 63°C
Lactobacillus crispatus R AGCTGATCATGCGATCTGCTTTC
Lactobacillus jensenii F GCCTATAGAAATTCTTCGGAATGGACA 169 62°C

Lactobacillus jensenii R

CAAATGGTATCCCAGACTTAAGGG

F: Foward; R: Reverse

Fonte:(ZOZAYA-HINCHLIFFE et al., 2010).
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Como controle positivo, foram utilizados ATCCs de Gardnerella
vaginalis e Atopobium vaginae presentes no repositério do Laboratério (CEMIC
— UFJF), as outras bactérias foram realizadas reacdes de PCR para 2 amostras
usando os iniciadores especificos para as bactérias estudadas. O produto de
PCR foi purificado usando QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Inc.). O
fragmento de DNA obtido foi sequenciado pelo método Sanger na Plataforma
de Sequenciamento de DNA do Centro de Pesquisa René Rachou -
FIOCRUZ/MG. O resultado foi comparado com o banco de dados de
nucleotideos (NT) do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
para confirmar a especificidade dos oligonucleotideos iniciadores dos

biomarcadores da microbiota vaginal.

4.6 Analises estatistica

O resultado do PCR em tempo real foi analisado pelo método de Pfallf.
Desses dados foi construido o Mapa de calor utilizando o Excel.
Posteriormente, foram realizados a média e Teste de ANOVA para os graficos
de abundancia relativa, utilizando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, USA).

5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas socio-demograficas e aspectos clinicos de pacientes
atendidas no servico de ginecologia da Prefeitura Municipal de Juiz de

Fora

Foram obtidas 66 amostras cervicais de mulheres clinicamente
saudaveis. A média de idade foi de 35 anos, sendo a idade minima de 18 anos
e a maxima de 49 anos. A tabela 5 mostra as variaveis socio-demogréficas,

onde, de maneira geral, pode-se observar que 45% das mulheres eram
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brancas, 48% possuiam ensino meédio completo e 47% classificaram seu
estado civil como solteiras.

As caracteristicas clinicas e comportamentais, relatadas pelas pacientes
durante a consulta ginecoldgica, estdo apresentadas na tabela 6. De maneira
geral, a maioria das mulheres apresentou vida sexual ativa, assim como 0
namero de parceiros acima de 01. Em relacédo a presenca de fluido vaginal, a
maioria das mulheres relatou a presenca dele, com aspecto fluido e coloracéo
branca. Em suma, no momento da coleta as mulheres ndo apresentaram

nenhuma queixa ginecologica significativa.

Tabela 5: Caracteristicas sécio-demograficas das mulheres participantes do

estudo
Variaveis analisadas (n = 66)
ldade
18 — 25 21 (32%)
26 — 35 28 (42%)
36 - 45 10 (15%)
> 46 7 (11%)
Estado civil
Solteira 31 (47%)
Casada 27 (41%)
Outros 8 (12%)
Etnia
Branca 30 (45%)
Parda 17 (26%)
Negra 19 (29%)

Escolaridade

Ensino fundamental incompleto

Ensino fundamental

8 (12%)
7 (11%)



Ensino médio incompleto
Ensino médio
Ensino superior incompleto

Ensino superior

45

5 (8%)
32 (48%)
2 (3%)
12 (18%)

Tabela 6.

participantes do estudo.

Caracteristicas clinicas e

comportamentais das mulheres

Variaveis analisadas

Frequéncia de observacéao

n %

Vida sexual ativa

Sim 60 90,9

N&o 6 9,1
NUmero de parceiros sexuais

1 parceiro 3 4,5

= 2 parceiros 63 95,5
Fluxo cervical

Sim 60 90,9

N&o 6 9,1
Aspecto do muco cervical

Fluido 48 72,8

Grumoso 3 5

Ignorado 15 22,2
Coloracéo do muco cervical

Branco 48 72,8

Amarelado 7 10,6

Ignorado 11 16,6

5.2 Avaliacdo da presenca e genotipos prevalentes do virus HPV nas

amostras de raspados cervicais

Das 66 amostras, em 80% foi detectado o DNA do HPV. A tabela 9

mostra a frequéncia de amostras HPV positivas em relacdo a idade. Dentre

essas, observou-se a prevaléncia de infeccdo multipla (co-infeccédo) por HPV

16 e 18 em 27% das mulheres. Monoinfec¢édo por HPV 16 foi encontrado em

11% das mulheres, e por HPV 18 em 62%.

A tabela 7 demonstra a frequéncia de observacdo das mulheres com

monoinfec¢cdo. A andlise dos genadtipos virais em relacdo as variaveis clinico
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comportamentais encontra-se na tabela 8, assim como a distribuicdo dos

genotipos de HPV em relacdo a faixa etéria encontram-se na tabela 9.

Tabela 7: Frequéncia de observacédo de monoinfeccdo por HPV detectados em

39 mulheres participantes do estudo.

_ o Frequéncia de observacgéo
Gendtipos virais

n %
HPV 16 6 11
HPV 18 33 62

Tabela 8: Analise dos genétipos virais em relacdo as variaveis clinico
comportamentais.

Genotipos virais
Variaveis analisadas

HPV 16 HPV 18 HPV 16 e 18 HPV Negativo
Vida sexual ativa 6 (86%) 32 (97%) 12 (86%) 11 (85%)
Vida sexual inativa 1(14%) 1 (3%) 2 (14%) 2 (15%)
>1 parceiro sexual 7 (100%) 31 (94%) 13 (91%) 12 (100%)
Presenca de fluido 7(100%) 33 (100%) 14 (100%) 13 (100%)
cervical
Muco Fluido 3(43%) 24 (73%) 11 (79%) 11 (85%)
Muco grumoso 1 (14%) 2 (6%) 0 0
Muco Ignorado 3(43%) 7 (21%) 3 (21%) 2 (15%)
Coloracéao branco 4 (57%) 28 (85%) 7 (50%) 10 (77%)
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Coloracado amarelado 2 (29%) 2 (6%) 1 (7%) 2 (15%)

Coloracéao ignorado 1 (14%) 3 (9%) 6 (43%) 1 (8%)

Tabela 9: Distribuicdo dos tipos de HPV de acordo com a faixa etéria.

Faixa etéria (anos), frequéncia de observacéo (n;%)

Tipo de - .
. ~ Genotipos virais
infeccao
18-25 (n=17) 26-35 (n=17) 36-45 (n=15) 246 (n=4)
HPV 16
Monoinfeccéo 4(23.9) 1(6) 1(7) 0(0)
HPV 18 9 (53) 13 (76) 7 (46,5) 4 (100)
Coinfeccéo HPV 16 / HPV 18 4 (23,5) 3 (18) 7 (46,5) 0 (0)

O diagnéstico de HPV foi realizado através de PCR em tempo real, com

quantificacdo absoluta, na qual a carga viral pode ser analisada na figura 04.

1.0x109 4
8.0>1097 4
6.0x1097 4

4.0x10°7 4

Copias/2 ul
Cépias/2 ul

20,1097 4

0.0-

HPV 16 HPV 18

Figura 04: Carga viral média (Copias /2uL) de HPV 16 e 18.
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5.3 Screening de bacterias biomarcadoras

Foram avaliadas a presenca e quantificacdo relativa das seguintes
bactérias: Gardnerela vaginalis, Lactobacilus crispatus, Lactobacilus iners,
Lactobacilus gasseri, Lactobacilus jenseni, Sneathia sanguinegens, Atopobium,
Peptostreptococos, Prevotela.

A microbiota vaginal das mulheres participantes do estudo, é
predominantemente dominada por Lactobacillus spp., sendo a espécie mais
frequentemente encontrada L. crispatus, referente a CST | (77%), seguida de
2% na CST Il, com predominio de L. gasseri e 21% das amostras esta
distribuida na CST IV, com reducédo de Lactobacillus spp e predominancia das
bactérias biomarcadoras.

Na tabela 10 pode ser observada a distribuicdo das comunidade de
mulheres Negativas para HPV, na qual verifica-se predominéancia de L.
crispatus. A amostra H17 além do L. crispatus também apresenta alta
porcentagem de G. vaginalis e Atopobium, seguido de Prevotela e L. iners,
uma vez que se trata de uma mulher com vaginose bacteriana, ou seja,

pertencente a CST IV.

Tabela 10: Mapa de Calor das comunidades bacterianas nas amostras
negativas para HPV.

L. G.
crispatus

L.iners |L.gasseri L. jenseni Peptos Prevotela Atopobium

vaginalis

39
47
66
79
117

119

125

138

H1
H7
H8
H14
H17
Legenda: CST’'s: Pept — Peptostreptococcus, Prevot- Prevotela. As cores mais

quentes (tons de rosa) representam valores maiores; tons de laranja, valores

intermediarios e tons de verde, os menores valores.

Sneathia
sanguinegens
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Com relacdo ao grupo de mulheres com monoinfeccdo por HPV 16,
verifica-se a ocorréncia L. crispatus com maior porcentagem; entretanto na
amostra 33 observa-se maior porcentagem de L. jenseni, seguido de L. iners,
Prevotela e Atopobium. A amostra 134 apresenta além do L. crispatus, alta
porcentagem de G. vaginalis seguida de L.gasseri, Prevotela e Atopobium;
sendo essas duas compostas por mulheres que ndo apresentam vaginose
bacteriana. Ao contrario das amostras 78 e 104, caracteristicas de mulheres
com essa enfermidade, fazendo parte do grupo CST IV (tabela 11).

Tabela 11: Mapa de calor das amostras de monoinfeccéo por HPV 16.

L

. G
crispatus

. Sneathia
vaginalis

Prevotela .
sanguinegens

L.iners |L.gasseri | L.jenseni Atopobium

Legenda: CST's: Pept — Peptostreptococcus, Prevot- Prevotela. As cores mais

quentes (tons de rosa) representam valores maiores; tons de laranja, valores

intermediarios e tons de verde, os menores valores.

No grupo de mulheres com monoinfeccdo por HPV 18, existe
predominancia de CST |. As amostras 53, 67, 68, 98 e H16 sdo da CST 1V,

conforme mostrado na tabela 12.

Tabela 12: Mapa de calor das amostras de monoinfeccéo por HPV 18.

L. G.
vaginalis

Sneathia

L.iners |L.gasseri | L.jenseni Prevotela .
sanguinegens

. Atopobium
crispatus
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82
84
92
93
96
97
98
100
103
105
120
122
127
129
133
135
137
H5
H12
H16
H25
H25
H26

Legenda: CST’'s: Pept — Peptostreptococcus, Prevot- Prevotela. As cores mais

gquentes (tons de rosa) representam valores maiores; tons de laranja, valores

intermediérios e tons de verde, os menores valores.

O grupo de coinfeccao por HPV 16 e 18 mostrou prevaléncia de CST I (n
=7), seguida por CST IV (n=6) e CST Il (n = 1), de acordo com a tabela 13.

Tabela 13: Mapa de calor de coinfec¢éo por HPV 16 e 18.

L. . . . . G. . Sneathia
crispatus L.iners |L.gasseri | L.jenseni Peptos Prevotela vaginalis Atopobium sanguinegens

34
35
42
50
63
65
77
81
86
126
H2
H3
H11
H22
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Legenda: CST’'s: Pept — Peptostreptococcus, Prevot- Prevotela. As cores mais
quentes (tons de rosa) representam valores maiores; tons de laranja, valores

intermediarios e tons de verde, os menores valores.

Na figura 05, verifica-se a abundancia relativa dos microrganismos

encontrados distribuidos nos grupos em questao.

100+
< I L. crispatus
s 80- B L. iners
'% Bl L. gasseri
T 607, L. jenseni
@ Peptostreptococcus
O  40-
g B Prevotela
< 20- Gardnerela
> .
2 Atopobium
0- I Sneathia
4
ST K Ky e
S
o X X R
< <
N

Figura 05: Abundancia relativas das bactérias biomarcadoras

5.4 Proposicao analise progndstica de cancer do dolo do utero

A fim de validar o kit prognéstico de cancer do colo do utero, foi
realizada a metodologia proposta com amostras de mulheres que
apresentaram atipias celulares cervicais de graus variados (n = 41), como
ASCUS - atipias com significado indeterminado (Atypical squamous cells of
undetermined significance), Lesé&o intraepitelial escamosa de baixo grau (Low
grade squamous intraepitelial lesions — LSIL) que anteriormente era
classificada como NIC I; e Lesao intraepitelial escamosa de alto grau (High
grade squamous intraepitelial lesions — HSIL) compreendendo NIC Il e NIC III;

e aquelas em que néo é possivel excluir lesdo de alto grau (Atypical squamous
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cells cannot exclude high-grade squamous intraepitelial lesion - ASC-H)
(VALIYA; BAXI, 2015; VERMA, 2014). Estas amostras foram distribuidas de
acordo com o tipo de atipia observado, sendo a maior frequéncia de
participantes com atipias celulares do tipo Células Escamosas Atipicas com
Significado Indeterminado (ASC-US) 31,71%, seguidas de Lesao Intraepitelial
Escamosa de baixo Grau (LSIL) e Lesao Intraepitelial Escamosa de Alto Grau
(HSIL), ambas com 26,83%. Células Escamosas Atipicas que ndo excluem
LesOes Intraepiteliais de Alto Grau (ASC-H) foi observado em 14,63% das

participantes.

Com relagdo as mulheres com lesdes cervicais foi detectado o virus
HPV em 97,56%. Foram identificados 5 tipos de HPV pertencentes ao grupo de
alto risco, HPV 16, 18, 31, 52 e 58. Uma amostra de raspado cervical ndo teve
seu tipo viral detectado, embora seja positiva. De maneira geral, considerando-
se todos os tipos de HPV detectados neste estudo, o gendtipo viral encontrado
com maior prevaléncia foi o HPV 16 (85,13%), seguido do HPV 18 (68,92%).
Trés amostras apresentaram HPV 52, trés apresentaram HPV 58 e uma
amostra apresentou HPV 31. A frequéncia desse grupo foi de 87,80% para
HPV 16, HPV 18 (68,29%), HPV 31 (2,44%), HPV 52 e 58 (4,88%).

As amostras foram distribuidas de acordo com o tipo de leséo. Na tabela
14 estdo agrupadas as amostras de lesdo ASC US, tabela 15 ASCH, na 16
LSIL e 17 HSIL.

Tabela 14: Mapa de calor das amostras de lesdo de ASC US.
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26
18

17
Legenda: CST’s: LJ — L. jenseni, LC — L. crispatus, A — Atopobium, S — Sneathia, LI —

L. iners, GV — Gardnerela vaginalis, Pept — Peptostreptococcus, Prevot- Prevotela. As
cores mais quentes (tons de rosa) representam valores maiores; tons de laranja,
valores intermediarios e tons de verde, os menores valores. A amostra 87, 57 e 27
representam a CST IV, enquanto que 72 e 69 sdo amostras que apresentam escore

de Nugent Intermediario.

Tabela 15: Mapa de calor das amostras de lesdo de ASC H.

Legenda: CST’s: LJ — L. jenseni, LC — L. crispatus, A — Atopobium, S — Sneathia, LI —
L. iners, GV — Gardnerela vaginalis, Pept — Peptostreptococcus, Prevot- Prevotela. As
cores mais quentes (tons de rosa) representam valores maiores; tons de laranja,
valores intermediarios e tons de verde, os menores valores. A amostra 59 e 12
representam a CST IV, enquanto que 73, 43 e 11 sdo amostras que apresentam

escore de Nugent Intermediario.

Tabela 16: Mapa de calor das amostras de LSIL.
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Legenda: CST's: LJ — L. jenseni, LC — L. crispatus, A — Atopobium, S — Sneathia, LI —

L. iners, GV — Gardnerela vaginalis, Pept — Peptostreptococcus, Prevot- Prevotela. As
cores mais quentes (tons de rosa) representam valores maiores; tons de laranja,
valores intermediarios e tons de verde, os menores valores. A amostra 48, 25, 24 e 41

representam a CST IV.

Tabela 17: Mapa de calor das amostras de HSIL.

Legenda: CST's: LJ — L. jenseni, LC — L. crispatus, A — Atopobium, S — Sneathia, LI —

L. iners, GV — Gardnerela vaginalis, Pept — Peptostreptococcus, Prevot- Prevotela. As
cores mais quentes (tons de rosa) representam valores maiores; tons de laranja,
valores intermediarios e tons de verde, os menores valores. A amostra 85, 46, 28, 19 e
14 representam a CST IV, enquanto que 62 e 10 sdo amostras que apresentam

escore de Nugent Intermediério.

Na figura 6, verifica-se a abundancia relativa dos microrganismos encontrados

distribuidos nos grupos em questao.
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1.0+

L. jenseni

L. crispatus

L. gasseri
Atopobium
Prevotela

Sneathia
Gardnerela
Peptostreptococcus

I L. iners

Abundancia relativa (%)

Figura 06: Abundancia relativa das bactérias biomarcadoras nas amostras de

mulheres com lesao.

Os valores de referéncia para 0S microrganismos encontram-se na
tabela 18 (ANEXO VI).

Para a interpretacdo do Kit de progndstico (tabela 19) foi realizada a
média das amostras de mulheres HPV negativas em relacdo a mulheres com
HSIL e pertencentes a CST IV, com valores intermediarios de mulheres com
lesbes do tipo ASC US e ASC H.



Tabela 18: Valores de referéncia do resultado do kit.
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L. crispatus L. iners L. gasseri L. jenseni Peptostreptococcus Prevotela Gardnerela Atopobium Sneathia
Mulheres com
distribuicdo
microbiana
compativeis com
microbiota
vaginal em | 002368 0,00007 0.0003 0
pacientes sem ! @ ’ @ 0a 0,00091 0a0,25 0,00 ’ a a 020,0283124 | 0a0,0103
risco de 0,81225 0,21909 0,0161 0,03560218

desenvolvimento
de CC




Tabela 19: Interpretacao do Kit de prognadstico .

Grupos

Maiores niveis

Biomarcadores

Menores niveis

Proposta de
apresentacdo de
resultados

Provavel interpretacao
prognostica

Mulheres HPV

L. crispatus L. iners

S. sanguinegens

L. crispatus +++++
Atopobium +

Mulheres com distribuicdo
microbiana compativeis com
microbiota vaginal em

Negativas PentoStrentococeus G. vaginalis ++ pacientes sem risco de
P P desenvolvimento de CC
L. crispatus +++++ C
. Atopobium G. vaginalis +++ Mulher_es com dI,StrI.bUI(;aO
L. crispatus . microbiana compativeis com
Mulheres S Prevotela L. . gasseri + . . inal
Monoinfec¢cdo HPV G. \{aglnal!s Peptostreptococcus L. jenseni ++++ mlc_roblota vagina em
16 L. jenseni L. iners s éan uinegens + pacientes com risco de
L. gasseri ' ' 9 9 desenvolvimento de CC
G. vaginalis Peptostreptococcus
Prevotela AR Mulheres com distribuicao
Mulheres Peptostreptococcus L. crispatus G. vaginalis ++++ . . StIUIG
; ~ . ) : microbiana compativeis com
Monoinfeccdo HPV S. sanguinegens L. iners Atopobium ++ microbiota vaginal em
18 Atopobium L. crispatus +++++ 9

Lactobacillus

Prevotela +++
S. sanguinegens +++

pacientes com risco de
desenvolvimento de CC
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L. crispatus
L. jenseni
L. gasseri
Prevotela
Atopobim
S. sanguinegens
G. vaginalis

Mulheres L. iners

Coinfec¢cdo HPV 16
e 18

L. crispatus +++++
G. vaginalis +++++
Atopobium +++++
Prevotela +++++

S. sanguinegens ++

Mulheres com distribuicao
microbiana compativeis com
microbiota vaginal em
pacientes com risco de
desenvolvimento de CC

Valores de cruzes baseados na média dos valores de referéncia.

58
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6 DISCUSSAO

A microbiota vaginal é dominada por microrganismos que contribuem
para o equilibrio desse microambiente, promovendo a salude do ecossistema.
Uma mulher saudavel apresenta predominancia do género Lactobacillus
acompanhado de menor abundéancia de bactérias como Prevotela, Gardnerella
vaginalis, Atopobium vaginae, dentre outras, e fungos do género Candida
(DOMINGUEZ-BELLO et al., 2016). Muitas vezes a constituicdo da microbiota
pode sofrer modificacdes, diante de fatores internos e externos, como
alimentagdo, stress, uso de anticoncepcional, horménios, entre outros,
podendo gerar doencas, em especial a vaginose bacteriana (OJALA et al.,
2014).

A vaginose bacteriana (VB) é uma sindrome polimicrobiana decorrente
da deplecdo de Lactobacillus e aumento de bactérias anaerdbias, como a G.
vaginalis e Sneathia; o que caracteriza a CST IV. Estudos vem demonstrando
que mulheres que apresentam a CST IV, assim como infeccdo pelo
Papilomavirus humano (HPV), essa associacdo pode atuar como um cofator
para a persisténcia da infeccdo, que leva ao desenvolvimento de alteracdes
celulares e cancer (BARRETO ALVES et al., 2016).

O céancer do colo do utero é um problema de saude publica. Em 2020,
aproximadamente 604000 mulheres tiveram o diagndstico dessa doenca no
mundo todo; dessas mulheres, 342000 morreram. No Brasil, esse tipo de
cancer foi responsavel por 6627 mortes no ano de 2020. Estima-se, segundo o
Ministério da Saude, a ocorréncia de 17 mil novos casos nos préximos anos
(2023 a 2025) (INCA, 2022).

Considerando o cenario mundial e nacional, e ainda a importancia da
microbiota vaginal na saude da mulher, estudar e compreender a dindmica
desse microambiente € essencial para a promoc¢ao da qualidade de vida e bem
estar feminino. Nesse contexto, existe a necessidade de diagnosticos e
exames complementares que visam a promocdo da saude e um
acompanhamento médico mais individual e personalizado, uma vez que as

mulheres apresentam em sua comunidade microbiana particularidades,
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complexidades individuais, necessitando assim de um estudo mais detalhado

dos microrganismos que participam dessa dinamica.

A caracterizagdo socio demografica e clinico comportamental das
mulheres participantes do estudo permite que seja tracado a vulnerabilidade do
grupo. Vulnerabilidade envolve os fatores de risco que levam a susceptibilidade
das pessoas as doencas, em especial as doencas infecciosas, como é 0 caso
do HPV. Compreender esses fatores é fundamental para a promocdo de
saude, uma vez que permitem a correcdo dos pontos fracos de determinado
programa, assim como, permitem a implementacdo de politicas de saude e
monitoramento, procurando otimizar o tratamento de doencas através de um
diagndstico precoce, 0 que no caso de cancer de colo do Utero é de extrema
relevancia (SEVALHO; SEVALHO, 2017).

A partir de dados relatados pelas participantes do estudo, foi possivel
tracar um perfil das mulheres. As participantes tinham idade entre 18 e 49
anos, sendo a média da idade de 35 anos, sdo brancas, com ensino médio
completo e solteiras, com vida sexual ativa e com mais de um parceiro ao
longo da vida, sem queixas ginecoldgicas, ou seja, mulheres clinicamente

saudaveis.

Estudos anteriores indicam que a infeccdo por HPV esta relacionado
inversamente a idade, ou seja, quanto menor a idade maior a prevaléncia por
HPV (COLPANI et al., 2020), sendo o pico de prevaléncia aproximadamente
aos 25 anos (ARBYN et al, 2006; CAIXETA et al. 2015). De acordo com
estudos realizados na América Latina (ALMONTE et al., 2007; FERRECCIO et
al., 2004; SKROUPI et al., 2007) ocorre também uma alta na prevaléncia de
HPV em mulheres a partir de 54 anos, sendo esse segundo pico atribuido a
mudancas hormonais que precedem a menopausa, alteragcbes no
comportamento sexual ou a reativacdo do HPV que estava latente (Brotherton
et al.,2019). Essa distribuicdo da curva em U também pode ser observada no
trabalho de TANG e colaboradores (2021) na China, no qual a taxa de infec¢cao
por HPV foi superior em mulheres com menos de 30 anos (22%), seguida de
um segundo pico em mulheres mais velhas, maior ou igual a 60 anos (15%).

Os dados obtidos no presente estudo corroboram com o Instituto Nacional do
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Cancer (INCA, 2022) que verificou a ocorréncia de lesBes cervicais em

mulheres com idade entre 25 a 64 anos, advindas de infeccéo por HPV.

Mulheres de paises menos desenvolvidos estdo mais propensas a
infeccdo e cancer, devido a problemas na saude publica, como a falta de
médicos, insuficiéncia do servico de saude e a falta de informacédo (COLPANI
et al., 2020). A prevaléncia na populacdo desses paises varia ente 15 a 45%
das mulheres infectadas, e apresenta maior frequéncia naquelas com idade
inferior a 25 anos, logo apds o inicio da atividade sexual, assim como a
ocorréncia de multiplos parceiros sexuais (Brotherton et al.,2019). Na Africa
Subsaariana, a prevaléncia de HPV nessa faixa etaria foi de 24%, na Europa
oriental foi de 21% e na América Latina foi de 16% (CHAN et al., 2019).

Na Malasia, a prevaléncia da infec¢do por HPV esta na faixa etaria de 15
a 44 anos, sendo o segundo tipo de céncer mais comum na populacéo
feminina do pais. O estudo aponta que os fatores de risco relacionados sdo a
pratica de atividade sexual sem protecdo, uso de contraceptivos orais e
tabagismo (RAHMAT et al., 2021).

Zhang e colaboradores (2020) ao realizar uma revisdo acerca da
epidemiologia e os fatores de risco associados a cancer cervical e HPV,
conseguiram identificar os principais fatores de risco: relacbes sexuais sem
protecao, principalmente em mulheres jovens (< 16 anos), que iniciaram a vida
sexual precocemente; mulheres que tem multiplos parceiros sexuais possuem
maior chance de ter CC; assim como o uso de pilulas anticoncepcionais orais,
gue usados por 5 anos ou mais podem dobrar o risco de CC; tabagismo; alta
paridade; baixa escolaridade e consequentemente baixo nivel so6cio
econdbmico. Essas caracteristicas estdo relacionadas a paises
subdesenvolvidos e corroboram com o presente estudo. Os paises
subdesenvolvidos ndo apresentam uma politica de saude publica voltada para
o rastreio de infeccdo por HPV e a populagcdo menos favorecida, com maiores
desigualdades sociais e econdmicas sao as que apresentam maior prevaléncia
da infeccdo, devido a falta de informacdo e atendimento médico mais restrito
(KOPS et al., 2021).
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O estudo de Wang e colaboradores (2022) no norte da China encontrou
prevaléncia de infeccdo por HPV em apenas 19,7% das amostras, dessas
positivas, a taxa de monoinfeccdo foi de 13,7%, sendo a mais frequente,
infeccbes por 2 tipos virais foi encontrada em 4,3% e infec¢cdes mudltiplas, a
taxa foi de 1,8%. As maiores taxas de monoinfeccdo e infeccdo multiplas foi
encontrada na faixa etaria de mulheres com menos de 20 anos. O gendtipo de
maior prevaléncia foi o HPV 16 (4,3%), sendo que o HPV 18, com 1,1%,
ocupou a 7° posicao. Esses dados foram de encontro ao presente estudo, uma
vez que em nosso estudo foi observado uma alta taxa de positividade (80%)),
com consequentemente alta taxa de infeccdo de monoinfeccdo por HPV 16
(11%) e HPV 18 (62%), assim como coinfecc¢ao por HPV 16 e 18 (27%).

MARTINS e colaboradores (2016) detectaram os genétipos de HPV em
mulheres brasileiras com e sem lesdes cervicais, e constataram menor
frequéncia de HPV positivo em relacdo ao estudo em questdo, com resultado
de 48,6%. Ao contrario do presente estudo, estes autores encontraram uma
baixa frequéncia com relacdo ao HPV 18 (5%) e maior frequéncia do HPV 16
(23,2%).

RESENDE e colaboradores (2014) ao pesquisar mulheres nos estados
de S&o Paulo e Goias, encontraram alta taxa de HPV (87%), e também de
coinfeccao (52%) e os tipos virais relatados em coinfec¢do foram, HPVs 16 e
58, 16 e 52 e 16 e 18, corroborando com o nosso estudo. De acordo com o
INCA (2018), 80% das mulheres sexualmente ativas entrardo em contato com
o virus HPV em algum momento da sua vida, a0 menos uma vez, 0 que

corresponde a porcentagem encontrada no estudo.

No Brasil, a prevaléncia de HPV em mulheres com resultado de citologia
normal varia de 2,3% a 55,4%, entretanto esses valores sdo subestimados,
uma vez que o rastreio de HPV ndo é uma pratica usual do atendimento
médico publico no pais (COLPANI et al., 2016).

De acordo com WENDLAND e colaboradores (2020) a prevaléncia de
HPV em adolescente e jovens no Brasil é alta (53,6%), na regdo sudeste a taxa
de infeccao foi de 49,9%, sendo a maior frequéncia de positivos nas jovens de
16 a 21 anos. Desses HPVs positivos, a maioria apresentou monoinfeccao



63

(42,2%), multipla infeccdo foi detectado em 31%, sendo por 2 tipos virais
(26,7%), 3 tipos (12,2%) e 4 tipos ou mais (18,8%). O gendtipo de HPV 16 teve
frequéncia de 7,5%, HPV 18 (3,8%) e coinfec¢ao por HPV 16 e 18 (10,73%).
Os fatores de risco associados a infeccdo foram a raca parda, nivel sécio
econdmico e escolaridade baixa, solteiros, fumantes e que apresentaram 2 ou
mais parceiros no ultimo ano. Esses dados que estdo em conformidade com o
presente estudo, que também detectou alta prevaléncia de HPV na populacao

com citologia normal, assim como os fatores de risco em questéo.

A taxa de infeccdo mudltipla mundial € de 18,5 a 46%, em relacdo a
monoinfec¢cdo por HPV 16 a prevaléncia € de 55%, enquanto que HPV 18 é de
14,6%. No presente estudo foi encontrada justamente o contrario a respeito da
monoinfeccdo, que teve maior prevaléncia de infeccdo por HPV 18, todavia os
dados de coinfeccao estdo dentro do limite apresentado pelo artigo (ZHOU et
al., 2023).

O presente estudo detectou carga viral baixa, uma vez que se trata de
mulheres clinicamente saudaveis, com resultado de citologia normal. A carga
viral elevada € um fator determinante na persisténcia da infecdo, o que leva ao
desenvolvimento de lesdes e cancer (LU et al., 2021; OYERVIDES-MUNOZ et
al., 2020). Segundo Van der Weeler (2016), a quantificacdo da carga viral pode
ser uma ferramenta de analise de progndstico da infeccdo, atuando como um
biomarcador, que prevé a eliminacdo e a recaida, pois 0 aumento da carga viral

esta relacionado ao aumento de persisténcia.

DEL RIO-OSPINA e colaboradores (2015) detectaram carga viral mais
alta, em relacdo ao HPV 16, em mulheres que apresentavam NIC, em
comparacdo com mulheres sem lesdo, que tiveram uma carga baixa.
Entretanto, a relacdo entre carga viral e gravidade da lesdo ainda €
controversa, uma vez que fatores relacionados ao hospedeiro, como o0 sistema
imunolégico modulam essa associacdo. WANG e colaboradores (2018)
mostraram que a carga viral do HPV 16 pode aumentar gradualmente com o
desenvolvimento da lesdo e ndo ha correlacdo entre carga viral do HPV e
lesdo. A carga viral alta em NIC é devido ao estagio da infeccdo, aguda, com
maior replicacao viral. A medida que a lesdo progride para NIC 2 e 3, ocorre

reducao da carga viral, ja que a taxa de replicacao se torna estavel.
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A microbiota vaginal de mulheres em idade reprodutiva normalmente é
dominada por Lactobacilos. Essas bactérias caracterizam um microambiente
saudavel, j& que impedem a colonizacdo do tecido vaginal por potenciais
patégenos e apresentam um efeito protetor, com modulag¢édo do sistema imune.
Caracterizando, assim as mulheres que apresentam CST I, II, Ill e V. Algumas
mulheres tem predominancia de bactérias anaerdbias, ocorrendo um
desequilibrio do microambiente vaginal, o que caracteriza a CST IV. A maioria
dessas mulheres ndo apresentam queixas ginecoldgicas, parecendo serem
saudaveis. O estudo em questéo distribuiu as mulheres de acordo com a CST,
77% das mulheres apresentam CST |, 2% compdem a CST Il e 21% a CST IV.
Dados que corroboram com o trabalho de France e colaboradores (2022), que
relatam que 90% das mulheres apresentam as CST’'s |, lll e IV, sendo a mais
prevalente a CST |. Che e colaboradores (2020) também relataram que
mulheres brancas apresentam microbiota classificada como CST | (80,2%).
Acredita-se que L. jensenii seja equivalente a L. crispatus em sua protecao no
ambiente vaginal, devido a semelhancas metabdlicas que a espécies possuem,
entretanto € mais raro encontrar esse tipo de comunidade, apresentando assim

pouca informacéo sobre a mesma.

Com relagdo as amostras negativas para HPV (n = 13), a maioria (n =
12) apresentam CST |, sendo apenas uma mostra pertencente a CST IV.
Entretanto, nessa amostra foi detectado alta porcentagem de L. crispatus,
seguido de L. iners. Alteragbes na composicdo da microbiota vaginal s&o
frequentes, principalmente no inicio da menstruacdo, na qual ocorrem
alteracdes hormonais e biofisicas que promovem mudancas na fisiologia do
hospedeiro e apds a pratica de atividade sexual sem camisinha, onde o sémen
presente na vagina é uma substancia alcalina que aumenta temporariamente o
pH vaginal e ainda existe a possibilidade de introdu¢édo de patégenos oriundos
do pénis. Ainda existem alteracdes advindas de mudancas no sistema imune,
uso de antimicrobianos, alimentacdo, entre outros fatores que modulam a
dindmica da microbiota vaginal (CHEE; CHEW; THAN, 2020; DOMINGUEZ-
BELLO et al., 2016; (CUNHA et al., 2017)).

A microbiota, ao longo da vida, pode afetar a fisiologia do hospedeiro,

assim como o contrario também € verdadeiro. Por isso, as transi¢cdes entre as



65

comunidades ocorrem facilmente. A CST IV é mais frequente em mulheres
negras e hispanicas (40%). Muitas mulheres vivem em constantes transicoes
de CST’s, sempre voltando a CST IV (CHEE; CHEW; THAN, 2020; GAJER et
al., 2012; RAVEL, JACQUES; FORNEY; et al., 2013; SMITH et al., 2014).

De modo geral, as amostras que apresentaram a CST |V, foram
distribuidas entre os grupos: 1 amostra ndo apresenta DNA do HPV, como
descrito acima; das amostras de monoinfecg¢éo por HPV 16 (n = 6) 2 amostras
pertencem a essa comunidade; com relacdo a monoinfeccdo por HPV 18 (n =

33) tem 5 amostras, e no grupo de coinfecgédo tem 6 amostras na CST IV.

A maioria das mulheres apresentam microbiota classificada como CST |I.
Mulheres brancas tem predominancia de lactobacilos (80,2%) corroborando
com os dados do estudo (CHEE; CHEW,; THAN, 2020).

Destaca-se a amostra 34, de uma mulher HPV positiva, de coinfec¢éo,
com histérico de sangramentos recorrentes e mioma. Essa mulher apresentou
lesédo apdés 6 meses do diagnostico de HPV e teve que sofrer histerectomia.
Assim como a amostra 11, que apresentou as mesmas caracteristicas, que
também culminaram com a histerectomia. A amostra 35 é de uma mulher HPV
positivo, com coinfeccdo, que apresenta sangramentos frequentes e mioma. A
amostra 16 € de uma mulher com os mesmos sintomas da mulher anterior,

entretanto apresenta monoinfecgéo por HPV 18.

A VB tem sido associada a doencas cérvico-vaginais, como doenca
inflamatoria pélvica, endometrite, abortos e miomas, assim como a persisténcia
da infeccdo por HPV. Estes dados estdo em conformidade com o presente
estudo, no qual mulheres com a CST |V, caracteristica de VB apresentaram
sangramentos, mioma e tiveram que realizar a histerectomia. O que também
justifica o aparecimento da lesédo, presente na mulher da amostra 34, ja que a
CST IV tem relagdo com a persisténcia da infeccdo que leva ao

desenvolvimento da lesdo (GAO et al., 2013).

De acordo com (GAJER et al.,, 2012; RAVEL, JACQUES; FORNEY; et
al., 2013) CST IV A contém uma proporcdo modesta de L. iners junto com
bactérias anaerdbias, como Streptococcus, Anaerococcus e Corynebacterium;

enquanto que a IVB tem numero maior de bactérias associadas a VB,
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Atopobium, Prevotella, Sneathia, Gardnerella e Mobiluncus. Nosso trabalho
encontrou predominancia de bactérias relacionadas a CST IV B. A presenca de
L. iners na CST IV esté associada a fatores inflamatoérios elevados e também
deixa o ambiente mais propenso a transi¢céo para a CST IV. Um estudo com 65
mulheres HPV positivas e 86 HPV negativas revelou que o HPV foi encontrado
em maior abundancia com bactérias como Prevotela, Dialister e Sneathia. I1sso
sugere que a maior diversidade estd relacionada a maior aquisicdo e
persisténcia da infeccdo por HPV, sendo essa associacdo também valida com
G. vaginalis, sendo encontrada em abundéancia em mulheres que apresentaram
lesBes. Assim, o tratamento de VB pode reduzir a aquisicdo de HPV e o
desenvolvimento de lesdes (CHEE; CHEW,; THAN, 2020; PAOLA et al., 2017).

LEE e colaboradores (2013) ao pesquisar amostras cervicais de 68
mulheres, destas 23 eram HPV positivas e 45 HPV negativas, demonstraram
gue a microbiota das mulheres HPV positivas apresentam uma diversidade
alta, com baixa proporcao de lactobacilos, quando comparadas com o controle.

Ainda encontrou associacdo de Sneathia a mulheres HPV positivas.

BROTMAN e colaboradores (2014) acompanharam 32 mulheres durante
16 semanas, a fim de analisar a diversidade microbiana. Encontraram
associacdo positiva entre CST IV e lll as mulheres HPV positivas, sugerindo
gue microbiota composta por esses microrganismos aumentam o risco de
aquisicao e persisténcia da infeccdo por HPV. Nossos dados sugerem que
mulheres que apresentam lesbes tendem a ter uma propor¢cdo maior de CST

[, contribuindo para o surgimento de atipias celulares cervicais.

Mitra e colaboradores (2015) pesquisaram amostras cervicais de 169
mulheres, distribuidas em 92 com HSIL, 52 LSIL, 5 cancer cervical invasivo e
20 mulheres sem lesédo. Identificaram trés grupos de CST's: I, lll e IV. O
trabalho sugere que Sneathia, Peptostreptococcus e Anaerococcus podem
atuar como biomarcadores de HSIL, e que a presenca dessas bactérias sugere
um prognaostico pior, com possivel progressdo das lesdes. Esses dados estédo

de acordo com o presente estudo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A alta prevaléncia de HPV evidencia a importancia do exame preventivo
para o diagndstico precoce de alteragBes celulares, da vacinacdo e
principalmente da necessidade do uso de preservativo nas relagdes sexuais.

A infeccdo por HPV é considerada uma condi¢cdo necesséria tanto para
o desenvolvimento de lesdes quanto na progressao das mesmas. Entretanto, o
cancer tem carater multifatorial, com componentes genéticos, ambientais,
hormonais, imunolégicos, alimentares, comportamentais, entre outros. Nesse
contexto, a microbiota vaginal também € um cofator relacionado a infeccéo e o
desenvolvimento de alteracdes celulares. Estudar e compreender a dinamica
da microbiota vaginal é de extrema importancia para a promoc¢do de saude,
diagnéstico precoce e acompanhamento individualizado, uma vez que cada
mulher apresenta uma composi¢cao da microbiota Unica.

O Kit progndstico de cancer de colo do Utero visa a promoc¢éao da saude,
com acompanhamento médico personalizado. O que reduzird a mortalidade e
0s gastos com internacdes e tratamento, uma vez que cada paciente terd um
diagnéstico precoce com uma intervencdo rapida e eficaz, no caso de
mudancas na microbiota vaginal que podem levar ao desenvolvimento de

alteragOes celulares cervicais.
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8. CONCLUSOES

e Embora o HPV possa estar associado a qualquer faixa etaria, ele esta
mais relacionado a mulheres adultas, na faixa etaria entre 26 a 35 anos.

¢ As mulheres sexualmente ativas, com mais de um parceiro estdo mais
propensas a infeccéo por HPV.

e A maioria das mulheres apresentou infeccdo por HPV, tanto
monoinfecgéo por HPV 16 ou 18 quanto coinfecgéo.

e A avaliacao da estrutura da comunidade bacteriana vaginal revelou que
a microbiota vaginal pode ser dividida em grupos: CST I, ll e IV.

e Mulheres que apresentam infeccdo produtiva apresentam maior
diversidade microbiana, com aumento das bactérias biomarcadoras.

e . O Kit progndstico de cancer do colo do utero permite acompanhamento
médico personalizado, uma vez que compreende a dinamica da
microbiota vaginal e assim, permite realizar intervengdes no tratamento

de forma precoce, promovendo saude.
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ANEXO Il

W A

f Universipape Feperar pe Juiz pe Fora

PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - CEP/UFJF
36036-900 JUIZ DE FORA - MG - BRASIL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Deteccéo do
papilomavirus humano (HPV) e estudo da diversidade microbiana no ecossistema
vaginal de mulheres com atipias celulares cervicais”. Nesta pesquisa, pretendemos gerar
conhecimentos sobre a presenca do Papilomavirus humano (HPV), que é o principal fator de
risco para o desenvolvimento de lesBes precursoras do cancer do colo do Gtero, em amostras
de secrecdo vaginal de mulheres com atipias celulares cervicais, sugestivas de lesdo por HPV,
além de avaliar a diversidade bacteriana e flingica do ecossistema vaginal. O motivo que nos
leva a estudar este assunto € para ampliar os conhecimentos sobre a relacéo entre o HPV e
outras doencas cérvico-vaginais, tais como a vaginose bacteriana e a candidiase vulvo-vaginal,
gue constituem um problema clinico comum e um dos principais motivos que levam as
mulheres a procurar o servigo ginecolégico.

As participantes voluntarias ndo serdo submetidas a nenhum procedimento clinico que ofereca
riscos fisicos ou dolorosos. Para esta pesquisa adotaremos 0s seguintes procedimentos: uma
amostra de secrecdo vaginal sera colhida pelo uso de um cotonete e/ou escovinha esterilizada
na vagina durante sua consulta ginecolégica de rotina, e a secre¢do das pacientes sera
transportada em tubos estéreis contendo tampdo, que serdo enviados ao laboratério de
microbiologia.Considerada pesquisa de risco minimo, eventuais desconfortos emocionais seréo
minimizados, uma vez que as amostras serdo coletadas pelo seu médico ginecologista durante
0s exames ginecolégicos que sdo realizados rotineiramente.A pesquisa contribuira
paraformular acdes para uma diminuicdo de riscos associados ao uso incorreto dos
medicamentos e estimular os exames preventivos das doengas cérvico-vaginais. Para
participar deste estudo o Sr (a) ndo tera nenhum custo nem recebera qualquer vantagem
financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta
pesquisa, 0 Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizacdo. O Sr. (a) tera o esclarecimento
sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a
participar. Poderé retirar seu consentimento ou interromper a participacao a qualquer momento.
A sua participacao é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que o Sr. (a) é atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados da pesquisa estardo a sua
disposicdo quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participagdo néo sera
liberado sem a sua permisséao. O (A) Sr (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacéo
gque possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de Fisiologia e Genética
Molecular Bacteriana do ICB/UFJF, e a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados e
instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um
periodo de 5 (cinco) anos, e apos esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a
sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira
(Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informag¢des somente
para os fins académicos e cientificos.
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Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “Detecc¢ao do
papilomavirus humano (HPV) e estudo da diversidade microbiana no ecossistema
vaginal de mulheres com atipias celulares cervicais”, de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duvidas. Sei que a qualguer momento poderei solicitar novas informacgdes e
modificar minha decisdo de participar se assim o desejar. Declaro que concordo em patrticipar.
Recebi uma via original deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas dividas.

Juiz de Fora, de de 20
Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura pesquisador

Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof. Dra. Vania Lucia da Silva

ENDEREGO: ICB/Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia, Avenida José Lourenco
Kelmer, s/n - Campus Universitario, Bairro Sdo Pedro

CEP:36036-900 — Juiz DE FORA — MG
FoNE: (32) 2102-3213.

E-MAIL: vania.silva@ufjf.edu.br

Em caso de ddvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o CEP ComITE
DE ETicA EM PESQUISA/UFJF - CAMPUS UNIVERSITARIO DA UFJF -PRO-REITORIA DE PESQUISA

CEP 36036.900

FoNE: 32 3229 3788


mailto:vania.silva@ufjf.edu.br
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ANEXO Il

PRO-REITORIA DE PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - CEP/UFJF

36036-900 JUIZ DE FORA - MG - BRASIL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Biorrepositdrio)

O sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Deteccéo do
papilomavirus humano (HPV) e estudo da diversidade microbiana no ecossistema
vaginal de mulheres com atipias celulares cervicais”. Para tanto, pedimos a sua
autorizagcdo para a coleta, o depdsito, 0 armazenamento, a utilizacdo e descarte do material
biol6gico humano do tiposecrecdo vaginal, cuja utilizagdo esta expressamente vinculada
somente a esse projeto de pesquisa.Nesta pesquisa pretendemos ampliar os conhecimentos
sobre a relacdo entre o HPV e outras doencas cérvico-vaginais, tais como a vaginose
bacteriana e a candidiase vulvo-vaginal, que constituem um problema clinico comum e um dos
principais motivos que levam as mulheres a procurar 0 servico ginecoldgico. Para esta
pesquisa adotaremos 0s seguintes procedimentos: uma amostra de secrecdo vaginal sera
colhida pelo uso de um cotonete e/ou escovinha esterilizada na vagina durante sua consulta
ginecoldgica de rotina, e essa secrecao sera transportada em tubos estéreis contendo tampao,
gue serao enviados ao laboratorio de microbiologia. As amotras serdo congeladas em freezer
até o processamento. Apds o0 processamento dessa secrecdo, que consiste na extracdo de
DNA total, todas as amostras serdo destruidas por autoclavacdo. Considerada pesquisa de
risco minimo, eventuais desconfortos emocionais serdo minimizados, uma vez que as amostras
serdo coletadas pelo seu médico ginecologista durante os exames ginecolégicos que séo
realizados rotineiramente.A pesquisa contribuira para minimizar os gastos com terapia empirica
para algumas doengas cérvico-vaginais, além de estimular que os exames preventivos sejam
feitos rotineiramente. Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo terd& nenhum custo, nem
recebera qualguer vantagem financeira.Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados
danos provenientes desta pesquisa, 0 Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizacdo. O Sr. (a)
terd o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para
participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar
0 consentimento de guarda e utilizacdo do material biolégico armazenado no Biorrepositorio,
valendo a desisténcia a partir da data de formalizacdo desta. A sua participagdo € voluntaria, e
a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que o
Sr. (a) é atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com padrdes profissionais
de sigilo. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome ou
0 material que indique sua participacdo nao sera liberado sem a sua permissao.

O (A) Sr. (a) ndo seré identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de Fisiologia e Genética
Molecular Bacteriana do ICB/UFJF, e a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados e
instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um
periodo de 5 (cinco) anos, e apos esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a
sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira
(Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as
informagdes somente para os fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “Deteccdo do
papilomavirus humano (HPV) e estudo da diversidade microbiana no ecossistema
vaginal de mulheres com atipias celulares cervicais”, de maneira clara e detalhada e
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esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacgdes e
modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar. Recebi uma via original deste termo de consentimento
livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duividas.

Juiz de Fora, de de 20
Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura pesquisador Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof. Dra. Vania LUcia da Silva

ENDEREGO: ICB/Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia, Avenida José Lourenco
Kelmer, s/n - Campus Universitario, Bairro Sdo Pedro

CEP:36036-900 — Juiz bE FORA — MG

FoONE: (32) 2102-3213.

E-MAIL: vania.silva@ufif.edu.br

Em caso de dividas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o CEP ComITE
DE ETIcA EM PESQUISA/UFJF - CAMPUS UNIVERSITARIO DA UFJF -PRO-REITORIA DE PESQUISA

CEP 36036.900

FONE: 32 3229 3788


mailto:vania.silva@ufjf.edu.br
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SUS - JF
Secretaria Municipal de Saude
INSTITUTO DA MULHER
Consultorio
Nome:
Profissao:
N°: Data:
Idade: Idade: Naturalidade:
Cor:
Queixa Principal:
Hist. da Doenga atual: Menarca: D.UM.
Ciclos posteriores:
Método anticoncepcional:
Hist. patolégica pregressa (pessoal e familiar): Gesta: Para: Aborto:
cardiovasculares: Parto Normal: Cesariana:
enddcrinas/metabdlicas: 1° Parto: Util Parto:
osteoporose: Aleitamento:
alergia: 1° Coito: N° parceiros:
viroses: Coito anal: Orgasmo:
DST: Medicamentos em uso:
cancer:
cirurgia:
| acidentes: Tabagismo: Etilismo:
transfuséo: Drogas:
outros: Obs:
| Peso: Altura: PA. ACV; AR: Membros inferiores:
MAMAS Inspecao estética: EXAME _Vagina:
ESPECULAR
Inspegéo dinamica:
Colo:

@
S

Palpacao:

Aréola e papila:

Muco Cervical:

Axilas:
VULVA e Pilosidade: Vagina:
PERINEO Labios:
Clitoris: Colo:
Meato uretral:
; Gl. Bartholin Utero:
a Himen:
Estatica pélvica: Anexo D:
N A Incontinéncia urinaria: i Anexo E:
Obs.:
K Reto:
Addome: i

Paramentros:

Impressao diagnéstica;

Conduta:




87

ANEXO V

os 05 exames que ndo liverem o nome, idade, endereo e nome da mde da paciente preenchidos

N MINISTERIO

£S5 DA SAUDE REQUISICAO DE EXAME CITOPATOLOGICO - COLO DO UTERG

Viva Mulher - Progroma Nacional de Controle do Céncer do Colo do Utero e de Mama
UF CNES da Unidade de Saude

Unidade de Saide

Municipio Prontudrio

INFORMACOES ~ PESSOAIS it

Cortdo SUS

Nome Completo da Mulher

Nome Completo do Mae

‘
| ) ki Apelido da Mulher | ]
Identidade Orgdo Emissor UF CNPF (CPF)
Data de Nascimento Idade
Dados Residenciais
Logradouro
Nomero Complemento
{ ] | Bairro ) UF
(ddigo do Municipio Municipio
Cep ; DDD Telefone
Ponto de Referéncio
ESCOLARIDADE Anclfabeta 1° Grau Incompleto 1° Grau Completo 2 Grau Completo 3° Grou Completo
DADOS DA ANAMNESE
1. Fez o exame preventivo (Paponicolaou) alguma ver? 6. Ji fez tratamento por rdioterapia?
Sim. Quando fez o éltimo exame? Sim . Nao Ndo sabe
ano 7. Data do iltima menstruagio / regra:
Nio Ndo sabe : i B 1 ) M S Ndo sabe / Ndo lembra
2. Uso DIU? Sim 7 Nao " Ndosabe 8. Tem ou teve algum sangramento apés relagbes sexuais?
(6o considerar o primeira relagdo sexual na vida)
3. Estd grdvide? |__ Sim T nso ) Naosabe . Sim
Néo / Ndo sabe / Néo lembra
4. Usa pilula anticoncepcional?
Sim "I NG || Ndosohe 9. Tem ou teve algum songromento apds a menopausa?
(néo considerar ofs) sangramento(s) na vigéncia de reposicdo hormonal)
5. Uso horménio / remédio para trator o menopousa? Sim
_ Sim __i Ndo  __ Ndosabe __ Néo / Nao sabe / Ndo lembra / Néo estd na menopouso

10. inspegio do colo 11. Sinais sugestivos de doengas sexualmente tronsmissiveis?
__ Normal L Sim
— Acsents |anomabias congénitas ou retirado cirurgicamente) | Néo

__ Nerado
__ (olo a0 visvalizado



IDENTIFICACAO DO LABORATORIO

(NP do Laboratério

Nome do Loboratério

Nimero do Exame

Recebido em:

RESULTADO DO EXAME CITOPATOLOGICO - COLO DO UTERD

AVALIACAO  PRE-ANALITICA
AMOSTRA REJEITADA POR:

Auséncia ou erro na identificagio da ldmina, frasco ou formuldrio

| Lémine danificada ou ousente

- Causas alheios oo loboratdrio; especificar:

Qutras cousas; especificar:

EPITELIOS REPRESENTADOS NA AMOSTRA:

Escamoso
Glandulor

_ Metapldsico

ADEQUABILIDADE DO MATERIAL
|__ Satistatéria
Insatisfatério para avaliagio oncética devido o:
_ Material acelulor ou hipocelulor em menos de 10% do esfregago
Sangue em mais de 75% do esfregago
Pioitos em mois de 75% do esfreqago
Artefatos de dessecamento em mais de 75% do esfregago
Contaminantes externos em mais de 75% do esfregago
Intense superposicdo celular em mois de 75% do esfregago

. Qutros

DIAGNOSTICO  DESCRITIVO

| DENTRO DOS LIMITES DA NORMALIDADE, NO MATERIAL EXAMINADO
ALTERAGOES CELULARES BENIGNAS REATIVAS OU REPARATIVAS
' Inflomaggo
) Metaplosio escamosa imatura
Reparagdo
- hirolia com inflamaggo
Radiagdo

Outros; especificor:

MICROBIOLOGIA
. lactobacillus sp
__ (Cocos
Sugestivo de Chlamydia sp
_ Adinomyces sp
_ (andida sp
_ Trichomonas vaginalis
_ Efeito citopdtico compativel com virus do grupo Herpes
~ Bacilos supracitoplasméticos (sugestivos de Gardnerella,/Mabiluncus)

Outros badilos

Outros; especificar: -~ o

CELULAS ATIPICAS DE SIGNIFICADO INDETERMINADO
Escamosas: Passivelmente ndo neapldsicas

Néo se pode afastor lesao de alto grou

Glondulares: . Possivelmente ndo neopldsicos

Ndo se pode ofastar leséo de alto grau

De origem indefinido: Possivelmente ndo neopldsicas
Ndo se pode ofastar lesdo de alto grou

ATIPIAS EM CELULAS ESCAMOSAS
) Lesdo intra-epitelial de baixo grau (compreendendo efeifo citopdtico pelo
HPY ¢ neoplasio intro-epitelial cervical grou 1)
Lesto intra-epiteliol de alto grau (compreendendo neoplasias intro-
epiteliais cervicais graus 11e 111
Lesdo intra-epitelial de alto grou , nde podendo excluir micro-invasdo

| Cordinoma epidermdide invasor
ATIPIAS EM CELULAS GLANDULARES
Adenacarcinoma “in sify”
Adenocarcinoma invasor: Cervical
Endometrial

Sem outros especificagoes

[ QUTRAS NEOPLASIAS MALIGNAS: =
| PRESENCA DE CELULAS ENDOMETRIAIS {NA POS-MENOPAUSA OU ACIMA

DE 40 ANOS, FORA DO PERIODO MENSTRUAL)

Responsdvel pelo resultado
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ANEXO VI

UNIVERSIDADE Jf

FEDERAL DE JUulZ DE FORA
Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia — Setor de Microbiologia - ICB

FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

CasoN° | | | __|_| Data: / / Prontuario | __ | | | | | | |__|__|
Nome: Idade (anos):
Endereco: Telefones:
1. Estadocivil: [ ] solteira[ ] casada[ ] outro
2. Cor: [ ]branca [ Jpreta [ ] parda [ ]amarela [ ] outra
3. Nivel de escolaridade:
4. Ocupacdo profissional:
5. Vida sexual ativa: [ ] ndo [ ]sim - Parceiros[ ] 01 [ ] maisde 01
6. Gestante:[ ] ndo [ ]Sim. Idade Gestacional:

7. Antibidticos nos ultimos 30 dias:

Antifungico [ ] sim [ ] ndo Antibacteriano [ ] sim [ ] ndo Antiprotozoario [ ] sim [ ]ndo

8. Paciente com histéria de candidiase vulvovaginal e recorréncia:

[ ]1Segundo episddio - Data episddio anterior / /

Diagndstico laboratorial: [ 1ndo [ ]Sim. Etiologia:

[ ] Terceiro episédio - Data episédio anterior / /

Diagndstico laboratorial: [ ] ndo [ ] Sim. Etiologia:

[ ]Outros - Data episddio anterior / /

Diagndstico laboratorial: [ ] ndo [ ] Sim. Etiologia:

9. Imunossupressdo: [ 1ndo [ ]sim:[ ]terapiaimunossupressora [ ] soropositiva

10. Diabetes: [ ] ndo[ ]sim: [ ]tipol [ ]tipoll
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Campus Universitario s/n, Bairro Martelos — Juiz de Fora/MG — CEP 36036-330. Tel/Fax: (32) 2102-3213

UNIVERSIDADE Jf

FEDERAL DE JUulZ DE FORA
Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia — Setor de Microbiologia - ICB

11. Pacientes com exame preventivo (Papanicolaou) positivo para bacilos supracitoplasmaticos [ ]
sim[ ]ndo
12. Vulvite: [ ] ndo [ ]sim
13. Vaginite: [ ] ndo [ ]sim
14. Fluxo:
a. Cor: [ ]branco [ 1]amarelado [ ] esverdeado
b. Aspecto: [ ] grumoso [ ]fluido
15. Diagnéstico epitelial descritivo (Papanicolaou) — pacientes com atipias celulares [ ]sim [ ]

nao

Campus Universitério s/n, Bairro Martelos — Juiz de Fora/MG — CEP 36036-330. Tel/Fax: (32) 2102-3213
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ANEXO VI

Tabela 18: valores de referéncia das mulheres sem lesoes.

L. crispatus L. iners L. gasseri L. jenseni Peptostreptococcus | Prevotela | Gardnerela | Atopobium | Sneathia
Oa 0,0001 a 0,0001 a
HPV 16 0.0023 a 0,82 0,0002 007433 0,2332 0a0,0018 0a0,007 | 0a0,1339 | 0a0,0057 | 0a0,100
0,0021 a Oa Oa Oa
HPV 18 09330 0,0358 0a0,2679 0a0,2176 0a0,1093 0.2871 0a0,5743 | 0a0,0502 03522
HPV 16 e Oa Oa Oa
18 0,002 20,7578 | 0,0042 0a0,707 0a0,2871 0a0,0473 0,5743 0a0,7070 | 0a0,1209 0,1026
Tabela 19: valores de referéncia das mulheres com lesdes.
L. crispatus | L.iners | L.gasseri | L.jenseni Peptostreptococcus Prevotela | Gardnerela | Atopobium | Sneathia
HSIL 0 0,02 0 0,0055 0,1095 0,1538 0,3077 0,1538 0,1894




LSIL 0,0071 0,0507 0,0023 0 0 0,0507 0,0044 0,0167 0
ASCH 0,0673 0,0317 0,0012 0,05 0,0059 0,0219 0,0733 0,0335 0
ASC US 0,0898 0,0361 0,0195 0,0225 0,0187 0,0226 0,0536 0,0653 0,0175

92
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ANEXO VIII

Valores de referéncias das cruzes do resultado do Kit progndstico.

e Baseadas nas mulheres saudaveis e doentes.

e Os valores foram divididos em 5. De acordo com 0 minimo e maximo encontrado, conforme os exemplos abaixo:

L. crispatus
*-0,0001 a0,16
**-0,161 a 0,32

w% (0321 a0,48
*x - 0,481 a0,64
*rekk - a partir de 0,641
L. jenseni
*0,05a0,1

** 0,11 a 0,15

#% (151 a 0,2

***x (0,21 a 0,25
*kk% g partir de 0,25



	PROPP 01.5: Termo de aprovação COORD-PPG-IMUNOLOGIA 1598908
	O DNA de todas as amostras foi submetido à amplificação por PCR em tempo real (qPCR), em uma reação Multiplex, utilizando as sondas TaqMan. Foram testados os genótipos de HPV 16 e 18. Para verificar a qualidade do DNA, foi utilizado a β-globina nas r...
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