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RESUMO

A microbiota vaginal € um ecossistema formado por bactérias aerobias e
anaerobias, que vivem em equilibrio dindmico. Fatores como imunidade e
variacdes 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 associagdo com
outros microrganismos, tais como o Papilomavirus humano (HPV). O HPV é
mais prevalente na populagao feminina sexualmente ativa, sendo fator de risco
para o desenvolvimento do cancer cervical. O objetivo do trabalho foi avaliar a
diversidade microbiana do ecossistema vaginal de mulheres com e sem atipias
celulares cervicais e relacionar com HPV. Fluido vaginal e raspado da cérvice
uterina foram coletados (n= 33 sem lesdo e n=41 com les&o) e DNA viral e
bacteriano foi extraido. Laminas foram coradas pelo método de Gram, a fim de
estabelecer o escore de Nugent para avaliacdo da VB. Reacdo de PCR para
genotipagem do HPV foi realizado. PCR-DGGE foi realizado para avaliacdo da
estrutura da comunidade bacteriana. A média de idade das mulheres foi de 36
anos; compreendendo 87% (sem lesdo) e 92% (com lesédo). A analise do
escore de Nugent revelou que 51% das mulheres com lesdo ndo apresentavam
VB e 29% eram portadoras de VB. O exame de Papanicolaou mostrou que
31% das mulheres apresentavam lesdo com células escamosas atipicas de
significado indeterminado (ASC-US), seguida de lesao epitelial escamosa de
baixo grau (LSIL) e leséo epitelial escamosa de alto grau (HSIL), ambas com
26%, e 14% das mulheres apresentaram lesdo com células escamosas atipicas
gue nao permitem excluir lesdo de alto grau (ASC-H). HPV foi detectado em
91% das pacientes, sendo identificados 5 tipos do grupo de alto risco
oncogénico (16, 18, 31, 52 e 58). O HPV 16 foi o mais frequente (85%),
seguido do HPV 18 (68%). No grupo sem leséo a prevaléncia da concomitancia
de HPV 16 e 18 foi de 58% e no grupo com leséo foi de 60%. Na faixa etaria de
18 a 30 anos, 43% das mulheres apresentaram HPV 16, e 35% apresentaram
coinfeccao por HPV 16 e 18. A associacao entre a genotipagem e 0 exame de
Papanicolaou mostrou que 40% das pacientes ASC-US e 20% ASC-H
apresentaram monoinfeccdo por HPV 16. Das mulheres com HPV 16 e
coinfeccdo por HPV 16 e 18, VB foi encontrada em 25% das mulheres. Na
andlise do agrupamento obtido por PCR-DGGE observa-se, com algumas
excecOes, que os perfis de mulheres com as mesmas condicfes de saude
(normal, intermediario e com vaginose bacteriana) tenderam a se agrupar,
embora em grupos separados. Na analise do agrupamento em relacdo as
atipias, néo foi observada a formacdo de um padrdo. Dada a complexidade do
ecossistema vaginal, sugere-se a necessidade de técnicas com maior poder de
resolucdo para o entendimento da relacdo entre o HPV, microbiota vaginal e
lesGes celulares cervicais.

Palavras chaves: Microbiota vaginal, HPV, alteragdes celulares.



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. The aim of this study was to evaluate the microbial diversity of the
vaginal ecosystem of women with cervical cellular atypias and carrying HPV.
Vaginal fluid and scraped uterine cervix were collected (n = 33 without lesion
and n = 41 with lesion) and viral and bacterial DNA was extracted. Glass slides
were stained by the Gram method in order to establish the Nugent score for BV
evaluation. PCR reaction for HPV genotyping was performed. DGGE-PCR was
performed to assess the structure of the bacterial community. The mean age of
the women was 36 years; comprising 87% (without lesion) and 92% (with
lesion). Analysis of the Nugent score revealed that 51% of the women with
lesion did not present BV and 29% had BV. Pap smear test showed that 31% of
the women had atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-
US), 26% had low grade squamous epithelial lesion (LSIL), 26% had high grade
squamous epithelial lesion (HSIL) and 14% had with atypical squamous cells
that do not allow the exclusion of high-grade lesion (ASC-H). HPV was detected
in 91% of the patients, being identified 5 types of the high risk group (16, 18, 31,
52 and 58). HPV 16 was the most frequent (85%), followed by HPV 18 (68%).
In the non-lesion group, the prevalence of HPV 16 and 18 concomitance was
58% and in the lesion group it was 60%. In the 18-30 age group, 43% of the
women had HPV 16, and 35% had coinfection by HPV 16 and 18. The
association between genotyping and the Pap smear showed that 40% of ASC-
US patients and 20% ASC-H showed monoinfection by HPV 16. Besides, out of
women with HPV 16 and coinfection by HPV 16 and 18, BV was found in 25%.
In the analysis of the grouping obtained by PCR-DGGE it is observed with some
exceptions, that the profiles of women with the same health conditions (healthy,
intermediate and with bacterial vaginosis) tended to group, although in separate
groups. Analysis of the cluster in relation to the atypia did not observe the
formation of a pattern. Given the complexity of the vaginal ecosystem, it is
suggested the need for higher resolution power techniques for understanding
the relationship between HPV, vaginal microbiota and cervical cellular lesions.

Key words: Vaginal microbiota, HPV, cell changes.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O microambiente vaginal é um ecossistema complexo, onde se
encontram microrganismos que vivem em ténue equilibrio. Os microrganismos
residentes que compdem a microbiota vaginal sdo bactérias aerodbias,
anaerobias e fungos do género Candida, sendo que as bactérias com maior
predominio no ecossistema vaginal sdo o0s Lactobacillus spp. Estes
microrganismos metabolizam o glicogénio presente no epitélio estratificado
vaginal produzindo &cido latico, que mantém o pH acido, além de produzirem
antimicrobianos, inibindo o crescimento de outras espécies e proporcionando
protecdo ao ecossistema vaginal. Outros microrganismos incluem Gardnerella
vaginalis, Mobiluncus spp., Atopobium vaginal, Micoplasma hominis,
Peptoestreptococcus sp., Prevotela, dentre outros.

O equilibrio do ambiente vaginal € dindmico e pode ser rompido,
culminando na proliferacdo de microrganismos, podendo causar doencas. O
ténue equilibrio pode ser modulado por fatores internos, como as variacbes
hormonais, o sistema imunoldgico e o estado emocional. Entretanto, fatores
externos como o uso de anticoncepcional e a dieta também podem atuar na
modificacdo deste equilibrio.

Vulvovaginites sdo doencas que se desenvolvem devido a quebra do
equilibrio do ecossistema vaginal, favorecendo o aumento de microrganismos
residentes, ou mesmo através da introducdo de um patégeno. Caracteriza-se
por prurido, sensacdo de queimacao, dor e eritema. Os principais tipos de
vulvovaginite sdo a candidiase, tricomoniase e a vaginose bacteriana.

A vaginose bacteriana é uma sindrome na qual observa-se o aumento
de bactérias anaerdbias em substituicdo aos Lactobacillus spp., causando a
elevacéo do pH vaginal e levando ao aparecimento de um corrimento com odor
fétido. Apresenta etiologia polimicrobiana, podendo ser encontradas as
bactérias Mycoplasma hominis, Gardnerella vaginalis, Prevotella spp.,
Mobiluncus spp., Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,

Streptococcus spp. e Atopobium vaginae.
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As vulvovaginites podem ser encontradas também em associacdo com
outros microrganismos, tais como o Papilomavirus humano (HPV). Porém, os
processos que permeiam essas associagdes ainda nao estéo elucidados.

O Papilomavirus Humano (HPV) é o virus mais prevalente na populacao
sexualmente ativa no mundo. Através de uma microlesdo, o virus infecta o
epitélio cervical, podendo ficar assintomético ou estabelecer uma infecgéo
produtiva. Infeccbes persistentes por HPV podem levar a transformacdes
celulares, que podem evoluir para lesdes intraepiteliais, e que podem assim
progredir para o cancer. Dessa forma, o HPV é o principal fator de risco para o
desenvolvimento do cancer do colo do utero.

O céancer do colo do utero ocupa o0 sétimo lugar no ranking mundial, e
entre as mulheres brasileiras € o quarto tipo de cancer mais comum, sendo que
a regido Sudeste ocupa a quarta posicao, segundo dados do Instituto Nacional
do Céancer (INCA, 2018). O HPV tem sido encontrado em 90% dos casos de
cancer, e genétipos de HPV de alto risco oncogénico, principalmente o HPV 16
e HPV 18, tem se mostrado em associacdo a atipias celulares, principalmente
as les@es intraepiteliais cervicais de alto grau (HSIL). Estudos sugerem uma
associacdo entre microrganismos causadores de vulvovaginites e o HPV,
podendo levar a alteragdes na estrutura da comunidade microbiana vaginal em
decorréncia da infeccédo pelo HPV, e que eventualmente podem predispor ao
cancer de colo do Utero ou outras doencas cérvico-vaginais.

Assim, dando sequéncia a linha de pesquisa “Patégenos associados as
doencas cérvico-vaginais em mulheres em idade reprodutiva em Juiz de
Fora/MG”, a tipagem molecular do HPV em mulheres com ou sem a presenca
de atipias celulares cervicais € de grande importancia, bem como se ha relacéo
entre o HPV e a vaginose bacteriana, ja que outros estudos mencionam a
possibilidade desta associacdo atuar como um cofator no determinismo das

neoplasias cervicais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROBIOTA VAGINAL

A vagina faz parte do sistema reprodutor feminino. E um 6rgdo que
permite a passagem do feto no momento do parto e também atua como via
para a menstruacdo e a copula. O epitélio vaginal € constituido por varias
camadas (basais, parabasais, intermediarias e superficiais), que formam o
epitélio estratificado ndo queratinizado, com caracteristicas descamativas. A
parede vaginal apresenta uma camada mucosa rica em glicogénio. O
glicogénio presente na vagina € transformado em glicose pelos microrganismos
residentes, e posteriormente fermentado a é&cido latico. Esse proporciona a
reducdo do pH vaginal, deixando-o acido, o que é fundamental para inibir
microrganismos oportunistas e patogénicos (WIRA; RODRIGUEZ-GARCIA;
PATEL, 2016).

A microbiota vaginal é um nicho ecolégico formado por diversos
microrganismos residentes. Esses microrganismos coexistem em um
ecossistema equilibrado, no qual as espécies se interagem produzindo uma
barreira de defesa para o organismo humano. O equilibrio desse
microambiente depende da interacdo entre as espécies da microbiota vaginal.
Em alguns momentos esse equilibrio € perdido, ocasionando um processo
infeccioso (DOMINGUEZ-BELLO et al.,, 2016). Dessa maneira, a microbiota
pode ser utilizada como indicador de salde, uma vez que alteracfes na sua
composicdo levam a ascensao de um microrganismo, podendo ocasionar uma
doenca (GAJER et al., 2012; LEE et al., 2013).

O equilibrio do microambiente vaginal pode ser modulado por fatores
internos, como a resposta do sistema imunolégico, imunossupressao, gravidez,
estado emocional, variagcbes hormonais ao longo do ciclo menstrual ou
variacOes relacionadas as fases da vida, como a puberdade e a menopausa.
Pode ainda sofrer influéncia de fatores externos, como o uso de antibioticos,
uso de anticoncepcional e praticas de higiene pessoal (DOMINGUEZ-BELLO et
al., 2016).
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Ao longo da vida de uma mulher, o ecossistema vaginal sofre variacdes
que sé&o influenciadas por diversos fatores, sendo um deles os niveis de
estrogénio. Este hormonio modifica o pH e consequentemente modula a
composicdo dos microrganismos. ApOs 0 nascimento, a vagina € colonizada
por lactobacilos, devido ao seu pH &cido, que se mantém por semanas. Depois,
com a redugcdo do estrogénio materno, que é transferido ao recém-nascido
durante a amamentacdo, o pH vaginal é alterado tornando-se neutro, o que
permite 0 surgimento de uma microbiota mista, caracterizada por bacilos e
cocos. Na infancia, predominam bactérias Gram negativas anaerobias, como
as dos géneros Fusobacterium e Bacteroides, além de Gram positivos
anaerobios como Peptococcus e Peptostreptococcus. Os géneros
Lactobacillus, Gardnerella, Prevotela, bem como leveduras sao encontrados
em baixa frequéncia (MITRA et al., 2016).

Quando a producdo de estrogénio se inicia na puberdade, esse
hormdnio promove o espessamento do epitélio e aumento do glicogénio,
favorecendo a fermentacdo dos lactobacilos e reducdo do pH. A microbiota
vaginal na puberdade é semelhante a de mulheres adultas, com prevaléncia de
Lactobacillus iners, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus jensenii e Lactobacillus
crispatus, permanecendo regulada pelos niveis de estrogénio e os fatores
internos e externos. Na menopausa, quando a producdo deste horménio é
reduzida, a constituicdo da microbiota sofre alteracdo, voltando a ser mista
(GAJER et al., 2012; PETROVA et al., 2013).

O ambiente vaginal saudavel é composto majoritariamente por
Lactobacillus (95%), em especial L. crispatus, L. gasseri, L. iners e L. jensenii
(MASTROMARINO; VITALI; MOSCA, 2013; TUROVSKIY et al., 2011), embora
L. iners possa ser também encontrado tanto em uma microbiota saudavel como
em um ambiente vaginal com um processo infeccioso. Os outros 5%
compreendem a bactérias como Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp.,
Streptococcus sp., Staphylococcus epidermidis, Atopobium e fungos do género
Candida. As bactérias e leveduras presentes em menor frequéncia na
microbiota vaginal em condi¢cdes de disbiose podem se proliferar, causando
doencas (CHABAN et al., 2014; CHARBONNEAU et al., 2016).

Através de sequenciamento de 16S RNAr de amostras vaginais nos
trabalhos de RAVEL e colaboradores (2011) e MITRA e colaboradores (2015),
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foi possivel compreender a composicdo do microbioma vaginal. Analises desse
microbioma possibilitaram a realizacdo de uma classificacdo baseada na
espécie dominante de Lactobacillus encontrados. Assim, a microbiota vaginal
pode ser dividida em cinco grupos microbianos. Os grupos I, II, Ill e V séo
agueles que apresentam prevaléncia de L. cripatus, L. gasseri, L. iners e L.
jensenii, respectivamente; enquanto que o grupo IV é constituido por
Lactobacillus spp., porém com uma maior diversidade de bactérias anaerobias,
0 que o associa a doencas. Segundo RAVEL e colaboradores (2011), a
microbiota vaginal com predominio de L. crispatus implica em um
microambiente mais &cido do que quando outras espécies de lactobacilos
dominam, sugerindo que o L. crispatus € um dos maiores produtores de acido
latico, fazendo com que sua prevaléncia reflita em um efeito protetor maior.

Os Lactobacillus sdo bactérias Gram positivas que apresentam a
morfologia de bacilo, também podendo se apresentar como cocobacilos. Essas
bactérias sdo fermentadoras, metabolizam o glicogénio gerando acido latico, o
que reduz o pH vaginal (3 — 4,5). A acidificacdo do ambiente vaginal é
fundamental para a manutencdo da homeostase do ecossistema, uma vez que
inibbe o crescimento de microrganismos que podem levar a quadros
inflamatérios e infecciosos (O’HANLON; MOENCH; CONE, 2013; WITKIN;
LINHARES, 2016; BROTMAN et al., 2014).

Os Lactobacillus também se aderem as células do epitélio vaginal
constituindo um biofilme. Essa aderéncia é devido a adesinas, que se
conectam a receptores especificos celulares, impedindo a colonizacdo do
tecido por potenciais patdgenos (MARTIN et al., 2008). Além do biofilme e da
producdo de acido latico, essas bactérias também produzem antimicrobianos,
aumentando a protecao do ecossistema vaginal (BROTMAN et al., 2014). Um
antimicrobiano importante € o peréxido de hidrogénio. Essa substancia 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 que n&o produzem catalase (MARTIN et al.,
2008; MA et al., 2014). Os Lactobacillus ainda produzem compostos
antagbnicos conhecidos como bacteriocinas. Estes compostos sdo proteinas

antimicrobianas ou complexos protéicos, usualmente um peptideo, ativos
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contra espécies bacterianas patogénicas e oportunistas, podendo atuar como
bactericida ou ter acao inibitéria (OJALA et al., 2014).

Os Lactobacillus podem ser usados como probidticos, atuando na
recolonizacdo do ambiente vaginal. Podem ser Uteis no combate a infec¢ces e
atuar, ainda, na promocédo da saude, uma vez que podem contribuir com a
manutencdo da homeostasia (MA et al.,, 2014; MASTROMARINO; VITALI;
MOSCA, 2013). Mastromarino e colaboradores (2013) utilizaram Lactobacillus
como probidticos, com uma alta concentracéo de bactérias (10° UFC), sendo
utilizados L. casei, L. rhamnosus, L. gasseri e L. acidophilus, que foram
administrados na forma intravaginal. Os autores demonstraram que esse
probiético conseguiu atuar na recolonizacdo do microambiente vaginal,
reduzindo a incidéncia de infec¢des recorrentes.

No ecossistema vaginal saudavel junto com os lactobacilos ainda séo
encontradas espécies de Candida, Streptococcus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Neisseria spp., E. coli,
Proteusmirabilis, Corynebacterium spp., Peptoestreptococcus sp., Prevotela,
Clostridium, Gardnerella vaginalis, Micoplasma hominis, Atopobium vaginae,
Ureaplasma urealyticus, Listeria e Mobiluncus spp., dentre outras. Estes
microrganismos sao oportunistas, e em condicbes de desequilibrio podem
tornar-se prevalentes, causando doencas. Com a reducdo das espécies de
lactobacilos, o microambiente vaginal que era desvantajoso e indspito para
essas espécies, passa a ser proficuo, favorecendo-as (BROTMANEet al., 2011;
NARDIS; MOSCA; MASTROMARINO, 2013).

Ha& mulheres cuja microbiota vaginal normalmente ndo € dominada por
lactobacilos, mas sim por outras bactérias também produtoras de acido latico,
como Atopobium vaginae, Megasphaera e Leptotrichia; sendo as duas ultimas
capazes de produzir metabdlitos secundarios que possuem um odor
desagradavel (CHABAN et al., 2014; PETROVA et al., 2013).
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2.2 VULVOVAGINITES

As infeccbes vaginais sdo a principal causa de reclamacfes nos
consultérios ginecolégicos. Vulvovaginite (VV) é uma afeccdo que se
desenvolve quando ocorre uma disbiose no ambiente vaginal, favorecendo a
proliferagdo de um microrganismo ou pode estar associada com a introducao
de um patdgeno. A VV caracteriza-se por prurido, sensacao de queimacao, dor
e eritema. Dependendo de sua etiologia, a VV pode ser dividida em candidiase,
tricomoniase e vaginose bacteriana (CUNHA et al., 2017)

Tricomoniase € uma infeccado sexualmente transmissivel (IST) nao viral
mais comumente transmitida no mundo. Trata-se de uma infec¢do parasitaria
causada pelo protozoario Trichomonas vaginalis. Estudos sobre a prevaléncia
dessa IST revelaram que nos Estados Unidos a tricomoniase tem prevaléncia
de 2,5% a 26,2%. Estudos na América do Sul demonstraram a ocorréncia
dessa parasitose de 7,6% na Argentina, 7,8% no Chile, 9,1% no Peru, e no
Brasil a porcentagem de doentes varia de 2,6% a 20%. Por tratar-se de uma
doenca negligenciada, a qual ndo é notificada pelos programas de saude, 0s
dados ainda sé@o subestimados(MENEZES; FRASSON; TASCA, 2016).

A vulvovaginite com maior importancia e prevaléncia € a candidiase, que
pode ser definida por um corrimento esbranquicado, associado a inflamacao
vaginal e vulvar, devido a proliferacdo de leveduras do género Candida
(FOXMAN et al., 2013; RANDELOVIC et al., 2012). As espécies de Candida
comumente encontradas na vagina sdo Candida albicans, Candida glabrata,
Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis (ILKIT; GUZEL,
2011; CUNHA et al., 2017;). Em populacdes susceptiveis, a candidiase pode
ser recorrente, principalmente por Candida glabrata, com quatro ou mais
episodios durante o0 ano; porém a causa dessa recorréncia € desconhecida
(NAGASHIMA; YAMAGISHI; MIKAMO, 2016; CUNHA et al.,, 2017). Alguns
fatores predisponentes podem desencadear a proliferacdo deste fungo, como a
gravidez, na qual muitas mulheres apresentam candidiase recorrente.
Terapéutica com antimicrobianos, uso de anticoncepcional, diabetes,
imunossupressao, sao outros fatores que podem promover o desequilibrio da

microbiota vaginal, favorecendo o crescimento de outras espécies presentes no
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meio, principalmente de leveduras do género Candida (WEISSENBACHER et
al., 2009; CUNHA et al., 2017).

As doengas mais comuns que acometem as mulheres em idade
reprodutiva sdo a candidiase e a vaginose bacteriana. Estima-se que uma em
cada quatro mulheres adultas saudaveis terdo pelo menos um episodio de
candidiase durante a vida, e destas, 5 a 8% terdo infeccdo recorrente
(FOXMAN et al., 2013). No tratamento da candidiase sdo administrados
localmente imidazoles ou triazéis, como miconazol e fluconazol (MENDLING et
al., 2016).

A vaginose bacteriana (VB) é wuma sindrome polimicrobiana,
caracterizada pela perda do equilibrio da microbiota vaginal e posterior
aumento de bactérias anaerdbias (SRINIVASAN et al., 2015; ONDERDONK;
DELANEY; FICHOROVA, 2016). Esta comunidade esta representada por
espécies de Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp., Peptostreptococcus sp.,
Bacteroides sp., Prevotella sp., Mycoplasma hominis e Ureaplasma
urealyticum. A proliferacdo destes microrganismos € acompanhada pela
elevacdo do pH vaginal, uma vez que o numero de lactobacilos reduz
drasticamente, perdendo o seu carater protetor (LING et al.,, 2010; RAVEL,
JACQUES et al., 2013; SHIPITSYNA et al., 2013). Ao se proliferarem, muitos
microrganismos produzem proteases que degradam o muco, rompendo a
barreira quimica que protege o epitélio vaginal e cervical (MITRA, A et al.,
2015). A partir do metabolismo destas bactérias, sdo produzidas aminas com
odor desagradavel (MASTROMARINO; VITALI; MOSCA, 2013; MORENA;
SANTOS, 2014; MALAGUTI et al.,, 2015; FAURE et al., 2016). O odor é
exacerbado com o aumento do pH, o que ocorre apés a ejaculacdo do homem
no canal vaginal e no periodo menstrual (MOREIRA-MASCARENHAS et al.,
2012). Na VB observa-se o aparecimento de um corrimento vaginal com odor
fétido, que pode apresentar coloragfes diversas, podendo ser esbranquicado,
amarelado ou acinzentado. Dependendo do quadro, esta secre¢do pode ser
discreta ou abundante, podendo estar associada a prurido e ardéncia,
entretanto, uma parcela substancial de mulheres afetadas podem ser
assintoméaticas (RAVEL, JACQUES et al.,, 2013; ONDERDONK; DELANEY;
FICHOROVA, 2016).
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A VB demonstrou ser um fator de risco para o desenvolvimento de
doenca inflamatéria pélvica, infertilidade, aumento do risco para doencas
sexualmente transmissiveis, como HIV e HPV, e ainda associa-se a ocorréncia
de parto prematuro e aborto. Possui reflexos sociais e emocionais negativos,
pois o odor desagradavel pode levar a um constrangimento por parte da
paciente. Soma-se a isso a falta de outros sintomas, o que faz com que a
mulher ndo procure atendimento meédico, acreditando tratar-se de falta de
higiene (ALVES et al., 2014; BARRETO ALVES et al., 2016).

A VB nao tem como agente etiolégico um unico microrganismo, embora
observa-se a presenca de Gardnerella vaginalis na maioria dos casos.
Entretanto, também sdo encontrados com frequéncia as bactérias Atopobium
vaginae, Mobiluncus sp., Fusobacterium sp., Prevotella sp. e
Peptostreptococcus sp. (MALAGUTI et al., 2015; MASTROMARINO; VITALI,
MOSCA, 2013). Estudos de sequenciamento do 16S rDNA, realizados por Ling
e colaboradores (2010) em mulheres com VB permitiram estruturar a
composicdo da microbiota dessas mulheres. Nelas, foram identificadas
bactérias pertencentes aos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e
Fusobacteria. De acordo com Petrova e colaboradores (2015), as bactérias
comumente relacionadas a VB sdo Mycoplasma hominis, Gardnerella vaginalis,
Prevotella spp., Mobiluncus spp., Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Streptococcus spp., E. coli; podendo ainda ser encontrado também
Atopobium vaginae, Megasphaera spp., Leptotrichia spp., Clostridium, Dialister
spp., Streptobacillus spp., Chloroflexi spp., Olsenella spp., Porphyromonas
asaccharolytica, Shuttleworthia spp. e Eggerthella hongkongensis.

Em algumas mulheres, o quadro clinico resolve-se sem intervencgao
medicamentosa. Quando necessério, os farmacos usados sdo a ampicilina,
penicilina e metronidazol na forma oral ou tépica, porém, uma parcela de
mulheres tera VB recorrente. Varias causas tém sido apontadas como fatores
predisponentes de VB e de recorréncia, tais como o numero de parceiros
sexuais, 0 uso antibiéticos, uso de DIU, habitos de higiene intima e ducha
vaginal; porém o fator desencadeante ainda néo esta elucidado (TUROVSKIY
et al.,, 2011; MENDLING et al., 2016). Embora ndo seja aceita como uma
infeccdo de transmissdo sexual, parece estar intimamente ligada a atividade

sexual (PURAN et al.,, 2014). O uso de contraceptivos hormonais pode
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promover uma microbiota predominante de lactobacilos, o que parece ter um
efeito protetor para o desenvolvimento da VB (MOREIRA MASCARENHAS et
al., 2012).

2.2.1 Diagnéstico de vulvovaginites

O diagnostico das VV, muitas vezes, se baseia em sinais e sintomas, em
especial o corrimento vaginal, e € elaborado quase que exclusivamente por
uma anamnese. O padrédo-ouro para o diagndstico de candidiase ainda € o
crescimento em cultura da levedura em Agar Sabouraud dextrose (ILKIT;
GUZEL, 2011). Para o diagnodstico de VB, sdo utilizados os critérios de Amsel
(AMSEL et al.,1983) e Nugent (NUGENT; KROHN; HILLIER, 1991).

AMSEL e colaboradores (1983) estabeleceram seu diagndstico com
base em quatro critérios relacionados ao corrimento vaginal (aspecto, pH, teste
de aminas e clue cells). Quanto ao aspecto do corrimento, observa-se sua
coloracdo (branco, amarelado ou acinzentado) e se tem aspecto bolhoso. Com
relacdo ao pH vaginal, verifica-se se esta maior que 4,5. O teste de aminas
(teste de Whiff) avalia o odor exalado, haja vista que na VB a vagina apresenta
um odor desagradavel, devido a liberacdo de aminas volateis. Por fim,
constata-se presenca de células guia (clue cells), que sao células epiteliais
vaginais recobertas com bactérias, em exame a fresco ou em esfregaco corado
pelo método de Gram. A presenca de trés destes critérios confirma o
diagndstico clinico de VB (CHAVAN et al., 2013; RAVEL; JACQUES et al.,
2013).

O critério desenvolvido por NUGENT e colaboradores (1991), conhecido
como Escore de Nugent, é o padrdo ouro para a confirmacao de VB, uma vez
gue se trata de um processo que elimina aspectos subjetivos dos critérios de
Amsel, como a verificagdo do odor exalado no teste de aminas e aspecto do
corrimento. Desta forma, os critérios propostos por Nugent possuem maior
possibilidade de reprodutividade e maior confiabilidade. O Escore de Nugent
consiste na observacao do esfregaco do conteudo vaginal corado pelo método
de Gram, com posterior analise da contagem de morfotipos de Lactobacillus,
Gardnerella vaginalis/Bacteriodes sp. e de Mobiluncus spp. Os morfotipos sé&o
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quantificados de 1 a 4, de acordo com sua ocorréncia por campo. Estes
ndameros sdo somados a fim de se obter o escore final e estabelecer o
resultado do teste. Assim, o teste pode ter como resultado normal (0-3),
intermediario (4-6) e positivo para VB (7-10) (NUGENT; KROHN; HILLIER,
1991).

O Escore de Nugent ndo permite a distingdo dos microrganismos que
séo residentes da microbiota vaginal e que em condi¢cfes de disbiose também
podem causar a VB, tais como as espécies de Prevotella, Mycoplasma hominis
e Ureaplasma urealyticum (BROTMAN, 2011).

Uma técnica amplamente utilizada € o Papanicolaou, que é um método
pratico, de baixo custo, porém tem baixa sensibilidade (43,1%) (PURAN et al.,
2014). Importante para a identificacdo de alteracfes nas células cervicais, este
teste permitiu a reducdo em 80% dos casos de morte por cancer do colo de
atero, uma vez que €é empregado de forma rotineira nas consultas
ginecolégicas (CHAVAN et al., 2013). No entanto, estudos revelam que o
Papanicolaou ndo é um teste robusto para a deteccdo de VV, uma vez que
utiliza clue cells como Unico critério para o diagndstico da VB e, além disso, a
amostra advém do colo do Utero e ndo da vagina (GREENE; KUEHL; ALLEN,
2000).

Mudancas nos tipos e nas propor¢cBes relativas das espécies
microbianas na vagina podem levar a um estado de desequilibrio na
homeostase, com a proliferagdo de microrganismos pertencentes ao grupo IV
(aumento de anaerébios com reducao de lactobacilos).
A candidiase e a vaginose bacteriana podem ser comumente encontradas em
associacao as ISTs, como a tricomoniase, o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), o virus do herpes e o papiloma virus humano (HPV). Vulvovaginites
relacionadas a ocorréncia de HPV sdo frequentes, sendo esta associacdo um
dos co-fatores para o desenvolvimento do cancer cervical (RANDELOVIC et al.,
2012; VAN DE WIJGERT et al., 2014).
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2.3 PAPILOMAVIRUS HUMANO - HPV

O papilomavirus humano (HPV) é um virus transmitido sexualmente.
Dentre as ISTs, € o virus com maior prevaléncia entre a populacdo jovem.
Pode ser encontrado em associacdo com as VV e com outros virus, como o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Através de microlesdes, infectam o
epitélio escamoso da pele e mucosas, podendo causar lesdes benignas ou
malignas. As lesdes benignas sdo conhecidas como verrugas ou papilomas, e
as malignas como neoplasias. O virus também pode persistir no organismo de
forma assintomatica (WAGNER et al., 2015; SCHIFFMAN et al., 2016).

O Comité Internacional de Taxonomia viral — The International Comitteon
Taxonomy of viroses (ICTV) — inicialmente classificou o papilomavirus na
familia Papovaviridae, associando-o ao poliomavirus, devido a estrutura
gendmica dos mesmos, sendo virus de DNA de fita dupla circular e capsideo
nao envelopado. No entanto, andlises posteriores constataram diferencas no
tamanho e na organizacdo genbmica dos virus. Assim, o ICTV segregou a
familia Papovaviridae. Atualmente, o poliomavirus pertence a familia
Polyomaviridaee o papilomavirus a familia Papillomaviridae, onde esta descrita
a espécie Human papillomavirus (DOORBAR et al., 2012). Os papilomavirus
sdo agrupados em 16 géneros, sendo o principal o Alphapapillomavirus, que
representa 90% dos HPVs. S&o reconhecidos mais de 200 tipos de HPV,
sendo aproximadamente 40 relacionados ao epitélio genital (WOODMAN et al.,
2007).

Os HPVs sdao classificados de acordo com a analise do gene L1. Essa
regido gendmica esta relacionada com as proteinas que formam o capsideo
viral. O gene L1 é a regido mais conservada do genoma viral. Assim, é utilizado
para a identificacdo e segregacdo dos gendtipos de HPV. Um novo isolado é
reconhecido quando o genoma completo for clonado e existir diferengcas nas
sequéncias da regiao de leitura aberta (Open reading frames — ORF) maiores
que 10% em relacdo a um papillomavirus de maior proximidade genética
conhecido. Os HPVs séo classificados em genotipos, subtipos e variantes.
Quando a diferenca entre os genes L1 for de 10%, estabelece-se um novo

genotipo. Diferencas entre 2% e 10% é classificado como subtipo. Diferencas
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menores de 2% determinam uma variante do virus. Cada gendtipo classificado
é atribuido a sigla do virus (HPV) seguido de um numero, em sequéncia dos
genatipos existentes (WOODMAN et al., 2007; SCHIFFMAN et al., 2016).

Com base no potencial oncogénico, ou seja, a associacdo do virus a
lesBes precursoras e cancer cervical, os HPVs podem ser agrupados em tipos
de alto risco e tipos de baixo risco. Os tipos de baixo risco para a inducao de
malignidade incluem os HPVs 6, 11, 42, 43 e 44, que promovem alteragcbes
celulares, ocasionado a formacédo de verrugas genitais. Os tipos classificados
como de alto risco apresentam um alto potencial de transformacao celular,
ocasionando alteracdes celulares precursoras do céancer, e inclui os tipos 16,
18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 70 e 82. Existe ainda um
grupo intermediario, no qual alguns autores classificam como pertencente ao
grupo de alto risco, porém, apresentam baixa frequéncia nas amostras de
lesbGes escamosas intraepiteliais; sao os tipos 30, 34, 39, 40, 53, 57 59, 61, 62,
64, 66, 67, 68 e 69 (BURD, 2003; MARIANI; VICI; SULIGOI, 2015;
SCHIFFMAN et al., 2016) Dentre os representantes mais prevalentes, o HPV
16 é o tipo viral encontrado com maior frequéncia, seguido do HPV 18, sendo
responsaveis por aproximadamente 70% das infec¢cdes. Depois destes, 0s
mais comuns sdo o 31, 33, 45, 52 e 58 (SERRANO et al., 2012; SCHIFFMAN
et al., 2016).

O HPV tem sido considerado o principal fator de risco para o
desenvolvimento do céancer do colo do utero, que é o terceiro tipo de cancer
mais prevalente entre as mulheres (SERRANO et al., 2012; STEENBERGEN et
al., 2014). Contudo, o HPV sozinho ndo é a causa determinante para a
transformacdo neoplasica. A essa transformacdo estdo associados outros
fatores, como tipo viral, coinfecgcbes com outros patdgenos, ou com outros tipos
de HPV, horménios, predisposicdo genética, co-fatores ambientais e
socioeconbmicos, imunossupressdo — como aquela causada pelo virus HIV —
entre outros, que influenciam a formacdo de uma neoplasia (MOODY;
LAIMINS, 2010; SCHIFFMAN et al., 2016).

O genoma do HPV é composto de DNA de fita dupla circular, com
aproximadamente 8000 pares de base (pb) inserido em um capsideo esférico,

nao envelopado, disposto segundo uma simetria icosaédrica, com diametro de
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55 nanémetros (nm), composto por 72 capsémeros (DUENSING; MUNGER,
2002).

O genoma viral (figura 1) pode ser dividido em duas regides codificantes,
compreendendo as sequéncias de leitura aberta (Open reading frames — ORF),
conhecidas como precoce ou Early (E), relacionada a proteinas ndo estruturais
e regido tardia ou Late (L), que codifica as proteinas estruturais. Estas
denominacdes estdo relacionadas com o momento em que as proteinas sédo
expressas na replicacdo. Além das regifes codificantes, existe uma regido
controladora (Long control region — LCR) que ndo possui ORF’'s, e que
controlam os processos de replicacéo e transcri¢do viral (MUNOZ et al., 2006).
A regido precoce ou Early (E) codifica proteinas regulatérias (E1, E2, E4, E5,
E6, E7) que recebem o nome do gene de que sao produzidas, relacionadas a
regulacdo da expresséo génica viral, transcri¢ao, replicacédo e a transformacao
celular (DUENSING; MUNGER, 2002).

L2

L1

— .,

Figura 1: Representacéo esquematica do genoma do HPV
Fonte: MUNOZ et al., 2006.

O gene E1 é o maior e 0 mais conservado dentre 0s genes precoces,

produz a fosfoproteina E1 que apresenta 70 a 80 KDa, possui atividade de
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helicase dependente de adenosina — trifosfato (ATP), se liga a regides ricas em
AT e contém dominios de ligacdo a proteina E2. A proteina E2 possui 50 KDa e
trés dominios funcionais que regulam a transcricdo e atuam na replicacao;
pode se ligar ao LCR e reprimir as proteinas E6 e E7. Em células com
transformacdo maligna, a regido E1/E2 se modifica com a integracdo do virus
no genoma do hospedeiro, e assim a regulacdo das proteinas E6 e E7 torna-se
nula (MUNOZ et al., 2006). A proteina E4 ainda ndo tem funcéo definida, mas
acredita-se que esteja relacionada a liberacdo dos virus da célula, através de
modificacbes citoplasmaticas e perturbacdes no citoesqueleto celular
(WOODMAN et al., 2007).

As proteinas E5, E6 e E7 sao consideradas oncogénicas. A funcdo da
proteina E5 ndo estd bem estabelecida, mas sabe-se que é altamente
hidrofébica e pequena, com capacidade de aumentar o poder de transformacao
maligna da proteina E7. As proteinas E6 e E7 tem a capacidade de alterar o
controle do ciclo celular e promover uma instabilidade gendmica, 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. JA 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 (WOODMAN et al., 2007; THOMAS et al., 2008;
MOODY; LAIMINS, 2010; STEENBERGEN et al., 2014).

A regido tardia do genoma contém os genes L1 e L2, que codificam
proteinas que recebem a mesma denominacéo (L1 e L2). Estas sao estruturais,
sendo a L1 a principal e a L2 a secundéaria, e o arranjo das mesmas culmina na
formacao do capsideo viral. A L1 medeia a ligacéo viral na superficie celular. A
proteina L2 promove a encapsidacdo do genoma viral. As proteinas produzidas
pelos genes tardios estdo sendo utilizadas na producdo de vacinas, uma vez
gue sao imunogénicas e se organizam em particulas semelhantes aos virus, as
chamadas VLPs — virus like particles — (SCHILLER; DAVIES, 2004; RODEN;
WU, 2006; DILLNER et al, 2010; HORVATH et al., 2010;).

O virus infecta células da camada basal, e para que isso ocorra deve
haver a perda da integridade do tecido, com a formacdo de microlesdes ou

traumas. Assim, a medida que as células se dividem, migram em direcdo a
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superficie do tecido e se diferenciam. Ao se dividirem, as células com HPV
distribuem os virus para as células filhas; algumas destas permanecem na
camada basal atuando como um reservatério viral (MOODY; LAIMINS, 2010).
O virus se liga a célula hospedeira através da proteina L1, que se associa a
receptores conservados na superficie celular, os glicosaminoglicanos de
heparan sulfato. A internalizagdo viral ocorre lentamente por endocitose. As
vias relatadas neste processo sdo as mediadas por clatrina e caveolina, que
sdo proteinas que trabalham em cooperacdo com o0 citoesqueleto para a
deformacdo das membranas na formacdo de vesiculas (HORVATH et al.,
2010).

O papilomavirus pode promover dois tipos de infeccdo: a latente e a
produtiva. A infeccdo latente é assintomatica, na qual o DNA viral € mantido
sob a forma epissomal. Ja na infec¢do produtiva ocorre a replicacdo viral. Em
uma infeccdo produtiva o DNA viral pode se integrar ao genoma humano,
levando a transformacdes neoplasicas. No epitélio pavimentoso estratificado
vaginal os dois tipos de infeccdo podem ocorrer concomitantemente (ZUR
HAUSEN, 2009; INCA, 2016). O genoma viral na infeccdo latente se mantém
como um elemento extracromossomal no nucleo, replicando-se juntamente
com o DNA da célula hospedeira. As proteinas E1 e E2 atuam neste processo,
mantendo o DNA viral na forma epissomal. Condi¢cdes adversas, como a
imunossupressao pode levar a ativacdo viral, com suspensdo da laténcia,
ocasionando infeccao produtiva. Na infec¢do produtiva, o DNA viral é replicado
independente do DNA da célula hospedeira. A replicacdo ocorre nas células
em proliferacdo, com expressédo das proteinas precoces (GALLO et al., 2003).

Nas camadas superiores do epitélio pavimentoso estratificado da vagina,
verifica-se a expresséo de L1 e L2, a fim de realizar a montagem dos virions. A
liberacé@o das particulas virais acontece na superficie do tecido, onde 0 mesmo
se descama, haja vista que o HPV néo possui ciclo litico. A presenca dos virus
nestas células provoca anormalidades morfolégicas, como as verrugas e
coilécitos. Estes sdo células irregulares com uma zona perinuclear muito ampla
(vazia) (DILLNER et al, 2010).

Com a infecgdo produtiva persistente, podem decorrer distirbios no
controle da replicagéo viral que levam a quebra da integridade do genoma

humano, pois o DNA viral se integra ao DNA do hospedeiro. Esta integragcao
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promove a linearizacdo entre os genes E1 e L1 e a inativacdo de E2, por
ruptura ou delecdo. A proteina E2 é responsavel pela regulacdo da expressao
exacerbada dos genes, incluindo E6 e E7, causando transformacéo celular e a
formacao de um tumor (GALLO et al., 2003; STEENBERGEN et al., 2014). A
oncoproteina E5 ndo apresenta a capacidade de transformacéo celular, porém
pode acentuar as funcdes das proteinas E6 e E7, contribuindo para o
desenvolvimento de células neoplasicas (ZUR HAUSEN, 2009).

2.3.1 Atipias escamosas celulares e sua relagdo com os tipos de
HPV

Ao longo dos anos, as nomenclaturas citopatologica e histopatologica do
colo do utero sofreram mudancas significativas. Inicialmente, o sistema de
classificacéo citoldgica foi proposto por George Papanicolaou, em 1943. Este
estabeleceu cinco classes — I, I, lll, IV, V — que representavam,
respectivamente, auséncia de células atipicas ou anormais, presenca de
células atipicas sem evidéncia de malignidade, sugestivo de malignidade, muito
suspeito de malignidade e maligno. Posteriormente, foi introduzido o termo
displasia, que designa atipia epitelial cervical intermediaria entre o normal e o
carcinoma in situ (CIS), podendo ser leve, moderado ou severo (VALIYA; BAXI,
2015).

Em 1968, foi introduzido o termo neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de
grau I, Il e lll (leve, moderado e severo). O Sistema de Bethesda foi adotado
em 1988. No ano de 2001, a classificacdo foi alterada com a proposta de
unificar as terminologias e incorporar novos conceitos (VERMA, 2014).

O sistema de Bethesda prop6s que o termo lesédo intraepitelial escamosa
(squamous intraepitelial lesions — SIL) fosse adotado para denominar as lesdes
observadas. As SIL foram divididas em: Lesao intraepitelial escamosa de baixo
grau (Low grade squamous intraepitelial lesions — LSIL) que anteriormente era
classificada como NIC I|; e Les&o intraepitelial escamosa de alto grau (High
grade squamous intraepitelial lesions — HSIL) compreendendo NIC Il e NIC IlI

(VERMA, 2014). Ainda, segundo os Critérios de Bethesda, as atipias celulares
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sao classificadas como 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 néo
€ possivel excluir lesdo de alto grau (Atypical squamous cells cannot exclude
high-grade squamous intraepitelial lesion - ASC-H). A designagdo destas
atipias engloba processos indeterminados, podendo estar relacionado ao HPV
ou a inflamacgdes (VALIYA; BAXI, 2015).

O HPV tem a capacidade de induzir lesdes do colo do utero, LSIL ou
HSIL. As LSIL podem ser transitérias ou podem evoluir para HSIL e progredir
para o cancer invasivo, sendo os HPVs de alto risco (16, 18, 31, 33, 45, 52 e
58) aqueles que apresentam o maior potencial de integracdo ao genoma
humano, responsaveis por aproximadamente 90% dos canceres cervicais,
conforme a tabela 1 (DE SANJOSE et al., 2013; LEE et al., 2013; WAGNER et
al., 2015). De acordo com SCHIFFMAN e colaboradores (2016), o HPV 16 esta
presente em 60% dos casos de cancer cervical, enquanto que o HPV 18 é
positivo em 15% destes casos. KHANDKER e colaboradores (2016) e KJAR e
colaboradores (2014) observaram que amostras de lesGes de baixo grau
obtiveram diagnéstico positivo para HPV em mais de 50% dos casos; com
relacdo a HSIL, todas as amostras foram positivas para HPV; nas lesdes do
tipo ASC-US a positividade de HPV também foi alta (72,3%). XU e
colaboradores (2015) observaram que os HPVs de maior prevaléncia em LSIL
foram os HPV 16 (40,4%), HPV 51 (23,8%), HPV 52 (19,1%) e HPV 58
(14,3%). O HPV 16 também foi encontrado em HSIL como o de maior
predominio (55,5%), seguido de HPV 58 (20,4%), HPV 33 (8,5%) e HPV 52
(8,2%). Segundo SERRANO e colaboradores (2014), a positividade de HPV
aumentou gradativamente com o grau da doencga, com presenca do mesmo em
68,8% das amostras de LSIL e 78,9% em amostras de HSIL. Com relacdo aos
tipos, o HPV 16, seguido do HPV 18 foram os mais prevalentes, tanto em LSIL
guanto em HSIL. No Brasil, a prevaléncia de HPV 16 e HPV 18 foi de 69,7%,
seguido de HPV 45 (6,9%), HPV 33 (5,2%), HPV 31 (3,1%), HPV 52 (2,5%) e
HPV 58 (1,1%) (SERRANO et al., 2014).
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Tabela 1: Principais tipos de HPV presentes nas lesdes cervicais.

Lesdes cervicais Tipos de HPV
LSIL 6, 11, 16, 18, 31, 39, 42, 43, 51, 52,56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82
ASC-US 6, 11, 16, 18, 31, 39, 40, 42, 44, 51, 56, 58, 66
ASC-H 16, 31, 51, 52, 58
HSIL 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 56, 58, 59, 70, 82

Cancer Invasivo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 82

Fonte: (KONDO et al., 2012; MARTINS et al., 2016; MUNOZ et al., 2006).

Infeccbes multiplas por HPV sdo frequentes, principalmente entre
mulheres jovens sexualmente ativas. Coinfec¢cbes com varios tipos de HPV
podem estar relacionadas ao aumento da severidade das lesbes cervicais,
estando presente em casos de HSIL e cancer. No entanto, o consenso sobre
esta associacdo ainda ndo esta bem estabelecido (SALAZAR et al.,, 2015;
SOHRABI et al., 2017). CHATURVEDI e colaboradores (2011) pesquisaram a
relacdo entre coinfecgéo e risco de desenvolvimento do cancer em mulheres da
Costa Rica. Os autores observaram que 18,2% das mulheres possuiam
coinfeccdo por HPV. Estas apresentavam lesdes de alto grau, mostrando a
associacdo de coinfeccbes com a progressdo das lesbes cervicais.
FIGUEIREDO ALVES e colaboradores (2013), no Brasil, estimaram a
prevaléncia de coinfeccbes por HPV em adolescentes. Foi observada uma
frequéncia de 44,6% de mulheres com coinfeccdo. Os tipos virais envolvidos
foram o HPV 6, 16, 18, 31, 33, 39, 42, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 66 e 73. O estudo
sugere a correlacdo entre a alta prevaléncia de multiplos tipos de HPV com o
aumento dos niveis de estrogénio durante a puberdade, que aumentam a
susceptibilidade biolégica ao virus. O estudo ainda associa coinfec¢cdes com
um maior risco de desenvolvimento e progressdo das lesbes. Estudos de
DEMAZOIN e colaboradores (2013) a respeito da distribuicdo dos tipos de HPV
na Franca detectaram alta prevaléncia de coinfeccbes por HPV (40%).
DICKSON e colaboradores (2013) observaram uma frequéncia de 4,6% de
coinfecgdes causada por HPV nos Estados Unidos. Destas 3,9% eram de
infeccdes por dois tipos virais, 0,6% das infeccbes eram por trés tipos virais e

0,1% eram de quatro tipos, sendo os prevalentes o HPV 16, 18, 31, 33, 35, 52,
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58 e 67. As mulheres infectadas com dois ou mais tipos virais tiveram um risco
aumentado em suas lesdes cervicais, com progressao das mesmas.

As lesbes cervicais podem vir acompanhadas de alteragbes no
ecossistema vaginal, como as VV. O HPV pode ser encontrado associado a
outros virus, como o HIV, ou a outros microrganismos, como o Trichomonas
vaginalis e a vaginose bacteriana, que possui etiologia polimicrobiana (GAO et
al., 2013).

2.4 MICROBIOTA VAGINAL E SUA RELACAO COM O HPV

A microbiota vaginal tem um papel importante na manutencéo da saude
deste ecossistema. A disbiose nesse ecossistema promove o0 aumento de
bactérias relacionadas a comunidade 1V, resultando em VB (BROTMAN et al.,
2014).

Estudos sugerem que a ocorréncia de VB pode estar relacionada com a
infeccdo por HPV, aumentando a susceptibilidade do organismo ao virus;
porém os processos envolvidos ainda néo foram elucidados (GAO et al., 2013).
Segundo SHANNON et al., (2017) a incidéncia de HIV aumenta em 60% nos
casos em que a microbiota vaginal se encontra em desequilibrio (VB),
sugerindo que o mesmo pode ocorrer com relagéo ao HPV. A infeccao por HPV
pode também estar associada com o virus HIV, existindo um risco duas vezes
maior que o normal para contaminacdo, quando ja existe um dos virus no
organismo.

Alguns estudos tentaram descrever a estrutura da comunidade
microbiana de pacientes com HPV, a fim de se encontrar uma associagao entre
bactérias e o virus. Alguns autores afirmam que as bactérias que podem estar
associadas a uma infeccéo por HPV séo a Gardnerella vaginalis e Lactobacillus
gasseri (GAO et al., 2013); Snethia, Megasphaera, Prevotella e L. iners (LEE et
al., 2013); Snethia, Peptostreptococcus e Anaerococcus (MITRA et al., 2015).
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2.5 TECNICAS PARA ESTUDO DA DIVERSIDADE MICROBIANA

A analise citologica pelo método de Papanicolaou é a base para o
rastreamento de infeccdo pelo HPV, assim como para a deteccdo precoce de
cancer. Porém, este método apresenta limitagbes, assim como 0s métodos
dependentes de cultivo, uma vez que muitas espécies bacterianas residentes
nao podem ser cultivadas, fazendo com que grande parte da microbiota vaginal
seja desconhecida, principalmente com relacédo a VB. Diante disso, os métodos
em questao devem ser usados em casos de triagem, para detectar alteragbes
sugestivas da infeccéao viral (ZUNA et al., 2007; BOBEK et al., 2010).

Os métodos independentes de cultivo se mostraram eficazes para o
estudo dos microrganismos que compdem 0 ecossistema vaginal. Através de
métodos moleculares de fingerprinting e estudo do gene DNAr 16S, que € uma
regido altamente conservada, é possivel identificar a composi¢do microbiana, o
que contribui para o aprimoramento das andlises que complementam o
conhecimento desse microambiente. Entre as técnicas de biologia molecular
que tem sido aplicadas para avaliagdo da presenca de microrganismos,
destaca-se a técnica da Reacao em cadeia da polimerase — PCR. Este método
de biologia molecular também permite a deteccdo do HPV e a genotipagem
viral (FREDRICKS, 2011;MARTIN et al., 2014).

A Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é a técnica mais sensivel
para o diagnostico e genotipagem do HPV, sendo altamente especifica.
Baseia-se na amplificacdo de sequéncias especificas do DNA, pela enzima
DNA-polimerase. Da reacdao se obtém bilhdes de cépias da sequéncia alvo,
que podem ser visualizadas ap6s a eletroforese em gel de agarose ou
poliacrilamida (MARTINS et al., 2016). Na deteccdo e genotipagem do HPV
sdo utilizados varias combinacdes de iniciadores para a amplificacdo de
sequéncias especificas do DNA de diferentes regides do genoma;
possibilitando a sua deteccéo, inclusive em infec¢des ndo produtivas, além dos
tipos virais envolvidos (YAMAGUCHI et al., 2002; FU et al., 2015; CUSCHIERI
et al., 2016)

A técnica de PCR-DGGE (eletroforese em gel com gradiente

desnaturante) tem sido empregada na identificagdo da diversidade microbiana.
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Sustenta-se na separacdo de fragmentos de DNA de mesmo comprimento,
mas de sequéncias diferentes. A separacdo ocorre devido a mobilidade
eletroforética do DNA parcialmente dissociado em gel de poliacrilamida,
contendo gradiente desnaturante linear composto por ureia e formamida. A
sequéncia de nucleotideos de um fragmento de amplicons definird a posi¢cdo no
gradiente em que o DNA de fita dupla ird desnaturar-se passando a fita
simples, interrompendo sua migracdo no gel. Moléculas de DNA diferentes
migrardo de maneiras diferentes. Por tratar-se de uma técnica rapida e
eficiente, a mesma é amplamente aplicada como um método de fingerprinting
genético para analisar o perfil da comunidade microbiana. Entretanto, o DGGE
apresenta algumas limitagGes. A técnica ndo permite a identificacdo de
espécies. O método permite a separacdo de apenas fragmentos pequenos,
limitando a quantidade de informacdes que inferem a composicdo da
microbiota vaginal. A identificagdo dos membros da comunidade microbiana
pode ser dada pelo sequenciamento das bandas excisadas (ALIOUA et al.,
2016; CRUCIANI et al., 2012; GAO et al., 2013).

Outro método de biologia molecular que pode ser aplicado para o estudo
de comunidades microbianas é o sequenciamento do 16S rDNA, que possibilita
determinar a sequéncia de bases do DNA que compde o genoma. Conhecer o
conteudo de um genoma possibilita determinar funcées dos genes, identificar
genes relacionados a doencas, genotipagem, estudos de comparacdo de
genomas para a compreensao da evolucdo das espécies e identificacdo de
microrganismos presentes no microambiente vaginal humano. O
sequenciamento de DNA baseado no método de Sanger sustenta-se na
terminacdo de cadeia por didesoxinucleotideos. Foi descrito por Sanger em
1977 e continua sendo utilizado, apesar de suas desvantagens, como a
necessidade de uso de bibliotecas de clones para a preparacdo das amostras
em alguns casos, processo este caro e demorado, e a baixa velocidade de
producdo alcancada com esse tipo de tecnologia, a qual €, em muitas ordens
de magnitude, inferior aquela desejavel em projetos de gendmica. Com o intuito
de aprimorar as deficiéncias mencionadas, surgiu 0 Sequenciamento de Nova
Geracdo (NGS), que apresenta maior rapidez. As tecnologias NGS sé&o
capazes de gerar dados na ordem de milhdes a bilhdes de pares de bases por

experimento (ou corrida), contra as relativamente poucas milhares de bases
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proporcionadas pelo método de Sanger automatizado (FREDRICKS, 2011;
MARDIS, 2011; PAREEK et al., 2011; MA et al., 2014).

Desta forma, a avaliacdo da diversidade microbiana do ecossistema
vaginal, bem como a deteccdo da presenca do Papilomavirus humano em
amostras de secrecdo vaginal de mulheres com atipias celulares cervicais,
contribuird para a geracdo de conhecimento a respeito das altera¢cdes que
ocorrem na estrutura da comunidade microbiana vaginal em decorréncia da
infeccdo pelo HPV, e que eventualmente podem predispor ao cancer de colo

do Gtero ou outras doencas cérvico-vaginais (MA et al., 2014)

3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a influéncia da microbiota vaginal na incidéncia de lesbes
intraepiteliais cervicais a partir de fluido vaginal de mulheres com e sem
atipias celulares cervicais, e relacionar com a presenca do papilomavirus

humano, atendidas no servi¢o de ginecologia de Juiz de Fora (MG).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar caracteristicas soOcio-demograficas e aspectos clinicos de
pacientes atendidas no servico de ginecologia de Juiz de Fora, com
exame citologico preventivo (Papanicolaou) normal e sugestivo da

presenca de atipias celulares cervicais;

e Determinar a ocorréncia concomitante de vaginose bacteriana nas
amostras de fluido vaginal das mulheres com e sem atipias celulares,

considerando-se como parametro diagnostico o Escore de Nugent;
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e Diagnosticar e determinar o genétipo do virus HPV nas amostras de

raspado cervical colhidas das pacientes;

e Avaliar a estrutura da comunidade bacteriana nas amostras de fluido

vaginal dessas pacientes, pela técnica de PCR-DGGE;

e Correlacionar a presenca do HPV com o Escore de Nugent, o

Papanicolaou e a diversidade bacteriana observada nas pacientes.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populagdo amostrada

Este é um estudo transversal e prospectivo, onde a populacao estudada
é do sexo feminino, com idades variando entre 18 e 72 anos, atendidas em
seus exames de rotina nos consultorios ginecolégicos do sistema Unico 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 marco de 2017. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF), sob o parecer numero 1.297.680 (Anexo ).

Foram considerados como critérios de inclusdo das pacientes no estudo:
terem realizado o exame citolégico preventivo de Papanicolaou, com resultado
indicativo da presenca de atipias celulares cervicais (atipias de significado
indeterminado em células escamosas, conforme classificacdo do SUS e da
Subsecretaria de Atengdo Primaria & Saude, para encaminhamento ao servigco
de colposcopia — Anexo Il), ndo mantiveram relagéo sexual nos cinco dias que
antecedem ao exame, ndo utilizaram produtos topicos vaginais, tais como
sabonetes intimos ou cremes vaginais e, finalmente, aquelas que aceitarem

participar do estudo, mediante assinatura de Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido, conforme resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude
(Anexo IlIA e IlIB). 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 ndo consentirem em
participar do estudo. As pacientes participantes responderam a um questionario
para caracterizacao do perfil epidemioldgico, além do preenchimento das fichas
de acompanhamento clinico do SUS, feita pelos profissionais de saude
(Anexos IV, V e VI).

Considerando-se os riscos envolvendo pesquisa com seres humanos, de
acordo com o preconizado pela legislacdo vigente, o estudo em questao é
classificado como de risco minimo para as participantes. As amostras foram
coletadas durante consulta ginecologica 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 servigo
de colposcopia da Prefeitura Municipal de Juiz de Fora foi obtido, apds
resultado de exame citoldgico preventivo (Papanicolaou) indicativo da presenca
de atipias celulares, 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. Apds coleta, as
escovinhas e os swabs foram acondicionados separadamente em tubo de 2 mL
contendo tampéo fosfato salina (PBS) e encaminhados para o Laboratério de
Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana do 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 refrigeracao até a

andalise.
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4.3 Exame microscoépico direto dos espécimes clinicos

Das amostras de fluido vaginal coletadas, foi preparado um esfregaco
em lamina, que posteriormente foi submetido a coloracdo de Gram para
visualizacao de células bacterianas supra citoplasmaticas (clue cells) e células

descamativas da mucosa, para determinacdo do escore de Nugent (Anexo VII).

4.4 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 orientacbes 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 concentracdo do DNA foi determinada por

espectrofotometria, utilizando o NanoDrop™ (Thermo Scientific).

4.5 Determinacao dos gendétipos virais do HPV

O DNA de todas as amostras foi submetido a amplificacao do gene da (3-
globina, que é utilizado para avaliar a qualidade do DNA extraido. Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacdo foram o PC05 e PC03 (10
pMol/uL), descritos na tabela 2 (DE RODA HUSMAN et al., 1995). As reacdes
foram feitas com volume final de 25 pL, composta por 1 yL de cada iniciador
(10 pMol/uL), 9,5 uL de agua, 12,5 yL de Gotaq Green Master Mix (PROMEGA,
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WI -USA), que compreende Taq DNA polimerase, dNTPs, MgClz e tampdes, e
1 uL do DNA molde (20ng/ pL).

A reacdo de PCR para a 3-globina foi realizada sob a seguinte condig&o:
temperatura inicial de desnaturacao a 95°C por 4 minutos seguida de 30 ciclos
de 95°C por 30 segundos para a desnaturacéo, 45°C por 30 segundos para o

anelamento e 72°C para extenséo, e a extensao final de 72°C por 10 minutos.

Tabela 2: Iniciadores utilizados na avaliacdo do DNA extraido.

Tamanho do Gene

Iniciadores Sequéncia (5’-3’) fragmento alvo
PCO03 ACA CAACTG TGT TCACTAGC 195 B Globina
PCO05 GAA ACC CAAGAG TCT TCT CCT humana

As reacdes de PCR foram realizadas no termociclador T1 Termocycler
(Biometra - Deutschland). Os amplicons obtidos em cada reacdo foram
visualizados em gel de agarose 2% em TBE 0,5 X, apds eletroforese em
voltagem constante de 80V, por 1 hora e 15 minutos. Como controle negativo
foram, reacOes de amplificacdo sem o DNA molde; como controle positivo, foi
utilizado DNA extraido de células HeLa e SIHA (DE RODA HUSMAN et al.,
1995).

4.5.1 Amplificacéo da regido E6/E7 do genoma viral

A fim de detectar os genotipos de HPV, foi utilizado um par de
iniciadores relacionados as regides E6 e E7 do genoma viral, capazes de
amplificar a maioria dos HPVs de alto risco, como os tipos 16, 18, 31, 33, 52,
56 e 58. Estes podem apresentar tamanhos de fragmentos amplificados que
variam de 306 a 343 pb. As sequéncias dos iniciadores sdo: E6CF4 (5 ATT
CTG TGT ATG GAG AAA CAT TAG AA 3') e E7TCR3 (5 TGA GCT GTC GCT
TAATTG CTC 3’) (YAMAGUCHI et al., 2002).
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A reacgao teve como volume final 25 uL, utilizando 12,5 pL de Gotaq
Green Master Mix (PROMEGA, WI -USA), 3,5 yL de agua, 1 yL de cada
oligoiniciador (10 pMol/uL) e 7 yL de DNA molde. A reacédo 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 amplificacdo foi seguido de uma extenséo final de 72°C por 10 minutos
(YAMAGUCHI et al., 2002).

4.5.2 Genotipagem do HPV

A genotipagem do HPV foi realizada por reacfes independentes para
cada tipo viral, sendo pesquisados neste trabalho o HPV 16, 18, 31, 33, 52 e
58. Para a genotipagem dos HPVs 16, 18, 31 e 52 foi aplicada a técnica de
Hemi-Nested-PCR. Esta variacdo da PCR tem como finalidade o
aprimoramento da especificidade e eficiéncia da reacéo, utilizando o produto da
amplificagéo da regido EG6/E7 para realizar a segunda reacdo, sendo um
iniciador (E7CR3) o mesmo usado anteriormente e o0 outro iniciador,
dependendo do tipo viral, interno a regido consenso amplificada. Os iniciadores
utilizados no Hemi-Nested-PCR estdo descritos na tabela 3 (YAMAGUCHI et
al., 2002).

Tabela 3: 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 ec/e?
31SF1 gAGC':I'Q TGG AAC AAC ATT AGA AAA ATT HPV 31 249 eb6/e7
50SED gé:;A TTA GAT GTATGA TTT GTC AAA HPV 52 300 eb6/e7

Fonte: (YAMAGUCHI et al., 2002).
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Para o HPV 58 foi realizado PCR tradicional utilizando os iniciadores
E7CR3 e 58SF1 (5 ATG TAA AGT GTG CTT ACG ATT GC 3’), que amplificam
um fragmento de DNA com tamanho de 375 pb (YAMAGUCHI et al., 2002).

As reacdes de Hemi-Nested-PCR e PCR tradicional tiveram volume final
de 25 pL. Assim, foram usados 12,5 uyL de Gotaq Green Master Mix
(PROMEGA, WI -USA), 9,5 yL de agua, 1 pyL de cada oligoiniciador (10
pMol/uL) e 1 yL do produto da primeira reacédo (E6CF4/E7CF3). A PCR foi
realizada sob as seguintes condicbes propostas por YAMAGUCHI e
colaboradores (2002), com temperaturas de anelamento para o HPV 16 de
54°C, HPV 18 de 52°C, e os outros tipos de HPV com temperatura de
anelamento de 48°C.

Na genotipagem do HPV 33 foi empregado os iniciadores 33F (5" ATG
ATA GAT GAT GTA ACG CC 3’) e 33R (5" GCA CAC TCC ATG CGT ATC AG
3’), segundo GRCE e colaboradores (1997), com tamanho do fragmento de 455
pb (gene alvo nas regides el/e2 do genoma viral). Nesta amplificacdo, foi
utilizada a técnica de PCR Touchdown, que visa evitar a amplificacdo de
sequéncias inespecificas, aumentando a especificidade em temperaturas
elevadas e aumentando assim a eficiéncia ao reduzir gradativamente a
temperatura de anelamento. Os primeiros passos de um ciclo de PCR
Touchdown tem altas temperaturas de anelamento, e esta é reduzida em cada
conjunto subsequente de ciclos (GRCE et al., 1997).

A reacdo de PCR Touchdown foi realizada da mesma forma e com as
mesmas concentracdes das reacdes de genotipagem dos outros tipos de HPV.
Entretanto, as condi¢cdes do PCR foram as seguintes: temperatura inicial de
desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguida de 4 ciclos de 94°C por 30
segundos, 57°C por 30 segundos para anelamento, 72°C por 60 segundos
para a extensdo, seguido de mais 34 ciclos com 94°C por 30 segundos,
anelamento em 55°C por 30 segundos e extensdo de 72°C por 60 segundos.
Os ciclos de amplificacdes foram seguidos de uma extensao final de 72°C por
15 minutos.

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 reagé&o
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foram visualizados em gel de agarose 2% em TBE 0,5 X, apés eletroforese em
voltagem constante de 80V, por 1 hora e 15 minutos para a visualizagdo das
bandas.

Como controle positivo, foram realizadas reacdes de PCR para trés
amostras usando os iniciadores especificos para HPV dos tipos 16, 18 e 31. 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 de

genotipagem.

4.6 Andlise da estrutura da diversidade bacteriana na microbiota vaginal

4.6.1 Amplificacdo de DNAr 16S de representantes do dominio Bacteria

A anadlise da diversidade bacteriana foi realizada pela técnica de PCR-
DGGE. Inicialmente, foi realizada a PCR para amplificacdo do DNAr 16S de
representantes do Dominio Bacteria. Os oligonucleotideos utilizados nesta
reacao foram F984GC (5’-GC.- AACGCGAAGAACCTTAC-3’) (GC = sequéncia
rica em G+C) (HEUER et al., 1997) e R1378 (5-ACGGGCGGTGTGTACA -3’)
(BLACKWOOD et al., 2005) para amplificacdo da regido V6 do DNA
correspondente ao RNA 16s bacteriano. A reacdo de PCR continha
aproximadamente 20 ng/uL de DNA total, 0,5 puL de cada primer (10 uM), 12,5
ML de Gotaq Green Master Mix (PROMEGA, WI, USA) e 10,5 pL de agua.

As condicdes da PCR foram: temperatura inicial de desnaturacdo a 94°C
por 5 minutos, seguida de 20 ciclos de 94°C por 1 minuto para a desnaturacao,
53°C por 1 minuto para anelamento e 72°C por 2 minutos para a extensao. O
ciclo de amplificacao foi seguido por uma extenséo final a 72°C por 10 minutos.

Foi utilizado o branco. As reagdes de PCR foram realizadas no termociclador
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T1 Termocycler (Biometra - Deutschland). Os amplicons obtidos em cada
reacdo foram visualizados em gel de agarose 2% em TBE 0,5 X, apos
eletroforese em voltagem constante de 80V, por 1 hora e 15 minutos para a

visualizacado das bandas.

4.6.2 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnhaturante (DGGE)

Para a Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) foram
aplicados 20 pL dos produtos de PCR em gel de poliacrilamida
(acrilamida:N,N-metilenobisacrilamida 37,5:1) vertical a 8% (p/v) em tampéao
TAE (tris-acetato-EDTA) 1X. O gradiente desnaturante variou linearmente de
45% a 65%, utilizando-se como agentes desnaturantes, uréia, 7M, e formamida
desionizada 40% v/v. O gradiente foi formado através de duas solucdes
estoque de 0% (solucédo acrilamida/bisacrilamida 20% v/v, TAE 50X 2% v/v,
agua g.s.p) e 100% (solucéo acrilamida/bisacrilamida 20% v/v, TAE 50X 2%
v/v, uréia 7M, e formamida desionizada 40% v/v) e dispensadas pelo formador
de gradiente (Modelo 475 Gradient Delivery System — BIO-Rad Califérnia,
USA). Ainda, foram adicionados 0,03% (p/v) de persulfato de aménio
(polimerizador), 0,17% (v/v) de TEMED (N,N,N’,N- tetrametiletiieno diamino)
(catalisador) e 50puL de corante (azul de bromofenol 0,5%, xileno cianol 0,5% e
TAE 1X para visualizacao do gradiente.

A eletroforese foi realizada em temperatura e voltagem constantes (60°C
e 50V), durante 16 horas. O gel foi corado por 20 minutos com solucdo de
SYBER® Gold (Invitrogen™), conforme as recomendagdes do fabricante. A
imagem do gel visualizada no transluminador ultravioleta ImageQuant 100 (GE
Healthcare) e capturada com o auxilio da camera ED LENS SP-500 UZ
(Olympus).

O DGGE foi conduzido no equipamento DCode™ Universal Mutation
Detection System (Bio-Rad — California, USA).
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4.7 Andlise estatistica

Para a andlise dos dados epidemioldgicos foi realizada uma Correlagéo
univariada através dos Testes de Fisher e Odds Ratio. Um valor de
probabilidade inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
Todas as comparacdes e as tabelas foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA).

A comparacéo estatistica dos perfis de bandas dos géis de PCR-DGGE
foi realizada utilizando o programa Bionumerics 7.1. A estrutura da comunidade
microbiana foi avaliada com base no coeficiente Jaccard de similaridade e no
método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic) para

analise dos agrupamentos.

5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas socio-demograficas e aspectos clinicos de pacientes
atendidas no servi¢co de ginecologia publico e particular do Municipio de
Juiz de Fora

No presente estudo foram coletadas amostras cervicais de 74 mulheres,
sendo divididas em 41 mulheres que apresentaram exame Papanicolaou
alterado, com resultado de presenca de atipias celulares, assim como amostras
cervicais de 33 mulheres com resultado de exame de Papanicolaou normal,
sendo consideradas mulheres clinicamente saudaveis. A meédia etaria das
participantes foi de 30,21 para mulheres sem leséo e 36,64 para mulheres com
lesdo, com faixa etéria variando de 18 a 72 anos. A caracterizacdo dos grupos
segundo caracteristicas sécio-demograficas encontra-se na tabela 4, onde de
maneira geral destaca-se que 48,49% das participantes sem lesdo e 43,91%
de mulheres com lesédo apresentam-se na faixa etaria de 18 a 30 anos. Com
relacdo ao grupo sem lesdo, observa-se que 54,55% séo solteiras, 57,58% sé&o
brancas e 45,46% apresentam ensino médio completo, e neste grupo foi

relatado o maior indice de mulheres com ensino superior (33,33%). No grupo
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com lesao verifica-se que 41,46% classificou o status de relacionamento como
outros, sendo a mesma porcentagem referente a solteiras, 36,58% sao brancas
e 43,91% possuem ensino médio.

As caracteristicas clinicas e comportamentais, relatadas pelas pacientes,
estdo apresentadas na tabela 5. De maneira geral, nos dois grupos, a maioria
das mulheres apresentou vida sexual ativa, assim como o numero de parceiros

acima de um, ndo séo tabagistas, nem fazem uso de drogas ou &lcool.

Tabela 4. Caracteristicas sécio-demograficas das mulheres participantes do
estudo

Frequéncia de observagéo

Variaveis analisadas

Sem lesao
(n = 33)

Com leséao
(n=41)

Idade
18 - 30
31-40
41 - 50
>51
Estado civil
Solteira
Casada
Outros
Etnia
Branca

Parda
Negra

Escolaridade
Analfabeto
Ensino fundamental incompleto
Ensino fundamental

Ensino médio incompleto

16 (48,49%)
10 (30,30%)
3 (9,09%)
4 (12,12%)

18 (54,55%)
11 (33,33%)
4 (12,12%)

19 (57,58%)
6 (18,18%)
8 (24,24%)

0 (0%)

4 (12,12%)
0 (0%)

1 (3,03%)

18 (43,91%)
9 (21,95%)
7 (17,07%)
7 (17,07%)

17 (41,46%)
7 (17,08%)
17 (41,46%)

15 (36,58%)
13 (31,71%)
13 (31,71%)

1 (2,44%)
10 (24,39%)
6 (14,63%)

4 (9,75%)
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Ensino médio 15 (45,46%)
2 (6,06%)

11 (33,33%)

18 (43,91%)
1 (2,44%)
1 (2,44%)

Ensino superior incompleto

Ensino superior

Tabela 5. Caracteristicas clinicas e comportamentais das mulheres

participantes do estudo.

Frequéncia de observacéo

Variaveis analisadas

Sem lesao
(n =33)

Com lesao
(n =41)

Vida sexual ativa

Numero de parceiros sexuais

Sim
Nao

29 (87,88%)
4 (12,12%)

38 (92,68%)
3 (7,32%)

1 parceiro 5 (15,15%) 7 (17,07%)

= 2 parceiros 28 (84,85%) 34 (82,93%)
Tabagista

Sim 4 (12,12%) 7 (17,07%)

Nao 29 (87,88%) 34 (82,93%)
Etilista

Sim 0 (0%) 3 (7,32%)

Nao 33 (100%) 38 (92,68%)
Uso de drogas

Sim 0 (0%) 1 (2,44%)

Nao 33 (100%) 40 (97,56%)
Diabético

Sim 0 (0%) 3 (7,32%)

Nao 33 (100%) 38 (92,68%)
Vulvovaginite

Sim 0 (0%) 8 (19,51%)

Nao 33 (100%) 33 (80,49%)

Aspecto do muco cervical

Fluido 0 (0%) 24 (58,54%)
Grumoso 0 (0%) 15 (36,58%)
Ignorado 0 (0%) 2 (4,88%)
Coloragéo do muco cervical
Branco 0 (0%) 28 (69,28%)
Amarelado 0 (0%) 10 (24,39%)
Ignorado 0 (0%) 1 (2,44%)
Esverdeado 0 (0%) 2 (4,88%)
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A tabela 6 apresenta uma analise univariada com relacdo as variaveis
comportamentais e clinicas, através do teste exato de Fisher e Odds Ratio, na
qual podemos observar os valores de p. Houve diferenca estatistica
significativa com relacdo a ocorréncia de vulvovaginite no teste exato de Fisher.
A andlise de Odds Ratio mostrou correlacdo positiva entre a pratica de vida
sexual ativa, assim como a correlacdo positiva com o aumento do numero de
parceiros sexuais ao longo da vida da mulher, a préatica do tabagismo e o uso

de anticoncepcional com relagéo a ocorréncia de lesdes cervicais.



Tabela 6: Analise univariada da associacao entre variaveis comportamentais e clinicas de mulheres sem e com lesao cervical.

Grupos de individuos OR
Variaveis analisadas Sem leséo Com lesdo Valor de p* (95% IC) Valor de p**
(n =33) (n=41)
Vida sexual
Sim 29 (87,88%) 38 (92,68%) 03781 1,7471 0,7624
N&o 4 (12,12%) 3 (7,32%) ’ (0,3624 — 8,4235)
NUmero de parceiros sexuais
1 5 (15,15%) 7 (17,07%) 05405 1,1529 0,9249
>1 28 (84,85%) 34 (82,93%) ’ (0,3297 — 4,0319)
Tabagista
Sim 4 (12,12%) 7 (17,07%) 0.3987 1,4926 0,7898
Nao 29 (87,88%) 34 (82,93%) ’ (0,3969 — 5,6136)
Uso de drogas
i 0 0,
S|~m 0 (0%) 1 (2,44%) 0.5541 " N
Nao 33 (100%) 40 (97,56%)
Etilista
Sim 0 (0%) 3 (7,32%) . N
N30 33 (100%) 38 (92.68%) 1644

50



Vulvovaginite

Sim 0 (0%)

N&o 33 (100%)
Uso de anticoncepcional

Sim 19 (57,58%)

Nao 14 (42,42%)
Diabético

Sim 0 (0%)

Nao 33 (100%)

8 (19,51%)
33 (80,49%)

26 (63,42%)
15 (36,58%)

3 (7,32%)
38 (92,68%)

0,0063

0,3923

0,1644

51

1,2772 0,7857
(0,4997 — 3,2641)

*- N&o foi realizado estatistica por apresentar zero
p* - Teste exato de Fisher

OR - Odds Ratio, IC — intervalo de confianga

p** - Odds Ratio
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Pela avaliacdo dos resultados dos exames preventivos
(Papanicolaou) das pacientes com lesdes cervicais, pode-se observar 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 Lesé&o Intraepitelial Escamosa
de Alto Grau (HSIL), ambas com 26,83%. Células Escamosas Atipicas que
nao excluem Lesdes Intraepiteliais de Alto Grau (ASC-H) foi observado em

14,63% das participantes.

Como relatado, de forma geral, as participantes na faixa etéria entre 18 e
30 anos foram as mais amostradas neste estudo. Entre estas mulheres, o tipo
de lesdo mais frequente foi a LSIL (72%). Entre as participantes na faixa etaria
de 31 a 40 anos, leséo do tipo HSIL foi a mais observada (55%), enquanto que
na faixa etaria de 41 a 50 anos, menos amostrada, apresentou prevaléncia de
lesdo do tipo ASC-US (31%). Entre as pacientes com mais de 51 anos de
idade, as lesGes de LSIL e HSIL foram encontradas ha mesma proporcdo, com
excecdo de ASC-US (18%), com predominancia de ASC-H, 33% (Figura 02). A
andlise de Odds Ratio desses dados revelou correlacao positiva entre a faixa
etaria de 18 a 30 anos e LSIL (OR: 5,333 — IC: 1,156-24,61); assim como a
mesma faixa etaria e ASC-US (OR: 1,803 — IC: 0,4775-6,808).
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Figura 02: Distribuicdo das participantes do estudo por idade e frequéncia de
observacdo dos diferentes tipos de lesdo de células escamosas por faixa
etéria.

5.2 Avaliacdo da ocorréncia concomitante de vaginose bacteriana (VB)
com a presenca das lesdes nas amostras de fluido vaginal, considerando-

se como parametro diagndéstico o Escore de Nugent.

O resultado do Escore de Nugent (Apéndice |) mostrou que 51,22% das
mulheres com atipias celulares avaliadas neste estudo puderam ser
classificadas como normal (sem a ocorréncia de VB), considerando-se o critério
diagnéstico para vaginose bacteriana, enquanto que 29,27% foram
classificadas com VB. Ainda, 17,07% foram classificadas em escore
intermediario. Com relagéo as mulheres sem leséo, 72,73% foram classificadas
com escore normal, 24,24% apresentaram VB e nenhuma paciente teve como
classificacdo o escore intermediario (0%). Nos dois grupos, 1 amostra de cada
(sem leséo: 3,03% e com lesdo: 2,44%) nao foi possivel ser analisada, devido

a falta de material na lamina advindo de erro de coleta e/ou fixacao.
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A associacao entre os resultados obtidos no Papanicolaou das mulheres
participantes do estudo com o Escore de Nugent, critério diagnostico para
Vaginose Bacteriana (Tabela 7), mostrou que 72,73% das amostras de LSIL
foram classificadas de acordo com o Nugent como normal, 50% das amostras
de ASC-H foram classificadas como Intermediario e 36,37% das amostras de
HSIL apresentaram VB.

Na correlacdo entre os tipos de lesdes cervicais e 0 escore de Nugent
(Tabela 7), observa-se correlacdo positiva entre ASC-H e classificacédo
intermediario e uma menor correlacdo, mas ainda sim positiva entre ASC-H e
VB. A lesao do tipo LSIL apresentou correlagdo positiva com o escore normal.
Com relacdo ao HSIL, esse tipo de lesdo apresentou correlacdo positiva com
escore de VB e uma correlacéo positiva maior com escore intermediario.

A avaliacdo da correlacdo entre a ocorréncia de VB e a presenca e
auséncia de lesdes cervicais, incluindo seus grupos separadamente, foi
determinada pela razdo de Odds Ratio e o teste de Fisher (Tabela 8). Foi
observado correlacdo positiva entre as variaveis do grupo com lesdo e sem
lesdo (OR = 1,286), destacando-se a atipia de classificacdo de HSIL (OR =
1,714) e de ASC-H (OR = 1,5), que apresentaram maior correlagdo com a VB.
N&o foi observada correlacdo entre a atipia ASC-US e a ocorréncia de VB (OR
= 1). Entretanto, LSIL apresentou uma menor correlacdo com a VB (OR =
1,125) em relac&o aos outros tipos de atipias celulares cervicais em estudo.

O teste de Fisher mostrou que nenhum dos parametros avaliados

apresentou diferencas significativas (p> 0,05).



Tabela 7. Associacéo entre atipias celulares e o Escore de Nugent.

Les&o Intraepitelial

Interpretagdo do Escore de Nugent (%)

Normal (OR - IC 95%)

Escore Intermediario (OR - IC 95%)

Vaginose Bacteriana (OR -

IC 95%)
ASC-US? (= 13) 53,85 (0.8596) 15,38 (0.92) 23,08 (0.737)
(0.2364-3.126) (0.1520-5.568) (0.1525-3.246)
ASC-H’ (=6) 16,67 (0.1900) 50 (8000) 33,33 (1.600)
(0.02028-1780) (1.186-53.96) (0.2309-11.09)
LSIL® (n=11) 72,73(3.282) 0* 27,27 (0.8333)
(0.7209-14.94) (0.1781-3.899)
HSILY (n=11) 45,45 (0.6771) 18,18 (1.920) 36,37 (1.500)
(0.1679-2.731) (0.2865-12.87) (0.3434-6.551)

a ASC-H: Células Escamosas Atipicas que ndo Excluem Les®es Intraepiteliais de Alto Grau;

b ASC-US: Células Escamosas Atipicas com Significado Indeterminado;

¢ LSIL: Les&o Intraepitelial Escamosa de baixo Grau;

d HSIL: Les&o Intraepitelial Escamosa de Alto Grau

*N&o é possivel fazer andlise
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Tabela 8: Andlise univariada da associacdo entre a ocorréncia de VB e a

presenca e auséncia de atipias celulares.

Grupos de individuos

Variaveis analisadas Semlesdo Com leséo OR
(n=32) (n = 40) (95% IC)
Vaginose Bacteriana
Sim 8 12 1.286
Nao 24 28 (0.4509 - 3.6666)

Vaginose Bacteriana
Sim
Nao

Vaginose Bacteriana
Sim
N&o

Vaginose Bacteriana
Sim
Nao

Vaginose Bacteriana
Sim
Nao

Sem leséao ASC US

8 3
24 9

Sem lesdo ASCH

8 2
24 4
Sem lesao LSIL
8 3
24 8
Sem leséo HSIL
8 4
24 7

1
(0.2160 - 4.630)

15
(0.2296 - 9.801)

1.125
(0.2388 - 5.300)

1.714
(0.3956 - 7.429)

5.3 Avaliacdo da presenca e gendtipos prevalentes do virus HPV nas
amostras de raspados cervicais

Com relagdo as mulheres com lesdes cervicais foi detectado o virus

HPV em 97,56%; ja com relacéo ao grupo controle (sem les&o), o virus do HPV

foi encontrado em 84,85% das amostras.

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
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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. Analisando os grupos separadamente, no grupo com
lesdo, a frequéncia dos tipos virais observados foram: 87,80% para HPV 16,
HPV 18 (68,29%), HPV 31 (2,44%), HPV 52 e 58 (4,88%); sem lesédo a
prevaléncia foi de: HPV 16 (81,82%), HPV 18 (69,70%), HPV 52 e 58 (3,03%).

Entre as participantes do estudo, foi observada infec¢éo por apenas um
gendtipo viral em 16 mulheres (21,62%), sendo 6 mulheres pertencentes ao
grupo sem leséo (18,18%) e 10 mulheres do grupo com leséo (24,39%), dados
indicados na figura 03. Coinfeccao foram observados em 29 participantes com
leséo (70,73%) e 22 do grupo sem atipia (66,67%), sendo que nNos grupos com
e sem leséo, respectivamente, em 58,54% e 60,61% dos casos foi observada
coinfeccdo por HPV 16 e 18. Com relagdo ao grupo com atipias, 4,88%
apresentaram coinfeccdo por HPV 16 e 58 e HPV 16 e 52; e 2,44%
apresentaram coinfeccao por trés tipos virais (HPVs 16, 18 e 31). Entretanto,
no grupo de mulheres sem atipias foi encontrado 2 participantes com trés tipos
virais: uma com HPVs 16, 18 e 52 e outra com HPVs 16, 18 e 58 (3,03%) —
Figura 4.
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Figura 03. Frequéncia de diagnostico (n) de monoinfeccao e coinfecgao.
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Figura 04. Frequéncia de diagnéstico (%) dos genoétipos encontrados.

Com relacdo a idade das mulheres que apresentaram HPV positivo,
observa-se que na faixa etaria entre 18 e 30 anos, foram detectadas as
maiores frequéncias de monoinfeccédo por HPV 16 (43,75%) e com relacédo ao
HPV 18, a frequéncia encontrada foi a mesma nas faixas etarias de 18 a 30 e
41 a 50 anos (12,5%). Entre estas pacientes também foi observada alta
frequéncia com relacado a coinfec¢des, sendo observado 18 mulheres com HPV
16 e 18 (35,29%) e duas mulheres (3,92%) com HPV 16 e 58 e uma com trés
tipos virais, HPVs 16, 18 e 52 (1,96%). Entre as mulheres com faixa etéria igual
ou maior que 51 anos foi observado, ainda, uma paciente com coinfec¢éo por
HPV 16 e 52 (1,96%) e duas mulheres com trés tipos de HPV, sendo uma com
HPVs 16, 18 e 31 e outra com os tipos 16, 18 e 58 (1,96%) - tabela 9.
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Tabela 9: Distribuicdo dos tipos de HPV de acordo com a faixa etaria das
mulheres com atipias celulares.

Tipo de infeccdo

Genotipos virais

Faixa etaria (anos), frequéncia de observagdo (n;%)

1830(1=3) 3140(n=16) 4150(n=9) 251 (n=12)

Monoinfec¢do (n=16)

Coinfec¢do (n=51)

HPV 16
HPV 18

HPV 16 /HPV 18
HPV 16 /HPV 52
HPV 16 /HPV 58
HPV 16/HPV 18/ HPV 31
HPV 16/ HPV 18/ HPV 52
HPV 16 /HPV 18 HPV 58

T(@375%)  2(125%)  2(125%)  1(6.25%)

2 (125%) 0 2 (12.5% 0
18(35.20%) 13(2549%) 5(980%) 8 (15.69%)
0 1 (L96%) 0 1 (L96%)
20392%) 0% 0 (0% 0 (0%
0 0 0 1(1.96%)
1 (1.96%) 0 0 0

0 (0%) 0 (0%) 0(0%)  1(L96%)

N&o detectado (n=1)

1L96%) 0% 0%  0(0%)

A distribuicdo dos tipos de HPV detectados nos espécimes clinicos em

relacdo aos diferentes graus de atipia celular das pacientes, mostrou que em

monoinfec¢do, o gendtipo HPV 16 foi encontrado em 40% das pacientes
diagnosticadas com lesdes do tipo ASC-US, 20% em ASC-H e 10% das
pacientes com LSIL. O gendtipo HPV 18 foi observado em 20% das

participantes com lesao do tipo HSIL e 10% LSIL. Com relacdo as conifeccoes,
a prevaléncia de HPV 16 e 18 foi de 27,59% em ASC-US, 24,14% em LSIL,
17,24% em HSIL e 13,79% em ASC-H. A associacdo HPV 16 e HPV 52 foi

encontrada em 2 pacientes (6,90%) com HSIL. Uma paciente com HSIL

apresentou coinfecgao por 3 tipos virais (16,18 e 31) - tabela 10.
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Tabela 10: Distribuicdo dos gendtipos de HPV nos tipos de lesdo do colo do

atero das mulheres com atipias celulares.

Tipos de leséo intraepitelial

Tlpo d? Genaotipos virais
infeccéo
ASC-US? ASC-HP LSIL® HSILM
HPV 16 4 (40,0%) 2 (20,0%) 1 (10,0%) 0 (0,0%)
Monoinfeccéo
(n=10) 0 (0%) 0 (0%)
HPV 18 0 0 1(10,0%) 2 (20,0%)

Coinfeccéo
(n=29)

Nao detectado
(n=1)

HPV 16 / HPV 18

HPV 16 / HPV 52

HPV 16 / HPV 58

HPV 16 / HPV 18 / HPV 31

8 (27,59%)

0 (0%)

1 (3,45%)

0 (0%)

0 (0%)

4 (13,79%) 7 (24,14%) 5 (17,24%)

0 (0%)

0(0%) 2 (6,90%)
0(0%)  1(345%)  0(0%)
0 (0%) 0(0%)  1(3.45%)
0(0%)  1(25%) 0 (0%)

a ASC-H: Células Escamosas Atipicas que ndo Excluem Les®es Intraepiteliais de Alto Grau;

b ASC-US: Células Escamosas Atipicas com Significado Indeterminado;

¢ LSIL: Les&o Intraepitelial Escamosa de baixo Grau;

d HSIL: Les&o Intraepitelial Escamosa de Alto Grau

De maneira geral, da frequéncia de amostras HPV positivas (Figura 5),

pode-se verificar que 81,82% das mulheres referentes ao grupo sem leséo

apresentaram DNA do HPV 16, 69,70% apresentaram HPV 18 e uma pequena

parcela deste grupo (3,03%) apresentou HPV 52 e 58, na mesma proporcao.

Do grupo de mulheres com leséo, destaca-se que na lesao do tipo ASC-US,

61,11% das mulheres foram diagnosticadas com a presenca de HPV 16, e

33,33% com a presenca do HPV 18. Com relacdo as amostras de mulheres
com lesdo ASC-H, 60% apresentaram HPV 16 e 40% o HPV 18. Nas lesdes de

LSIL, as propor¢des de ocorréncia dos tipos virais 16 e 18 foram as mesmas

nestas mulheres (45%). Proporcdes equivalentes também foram encontradas
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nas amostras de HSIL, sendo 45% relacionadas ao tipo viral 16 e 40% ao tipo

18. Nas lesfes de HSIL foram encontrados gendétipos 31 (5%) e 52 (10%).
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Figura 5: Frequéncia de observacdo (%) de amostras HPV positivas
distribuidas de acordo com seus tipos virais e tipo ndo detectado.

Ao avaliar-se a genotipagem viral e o escore de Nugent das mulheres
participantes do estudo, observa-se maior frequéncia de mulheres com escore
normal e com genotipo viral de monoinfeccéo por HPV 16 (43,75%) ou HPV 18
(18,75%). Com relacéo a coinfeccéo por 2 tipos de HPV (16 e 18; 16 e 52 e 16
e 58), observa-se maior frequéncia entre as mulheres saudaveis, assim como
na coinfecgcdo por HPVs 16, 18 e 52. Coinfecgdo por HPVs 16, 18 e 31, foi
classificada com escore intermediario e a coinfeccédo por HPVs 16, 18 e 58 foi
relatado a ocorréncia de VB (tabela 11).

Analisando os grupos separadamente, no grupo de mulheres com leséao,
verifica-se que das mulheres com monoinfeccdo por HPV 16, 30%

apresentaram VB, 20% o escore normal e 10% o escore intermediario. Com
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relacdo a monoinfeccao por HPV 18: 20% foram normais e 10% com VB. Das
mulheres com coinfec¢do por HPV 16 e 18, 40% apresentaram escore normal,
23,33% apresentaram VB e 16,66% escore intermediario. Coinfeccao por HPV
(16 e 58) e (16 e 52) foi encontrada apenas no escore normal (6,66%). Uma
mulher apresentou 3 tipos virais (16, 18 e 31) com escore intermediario
(3,33%). Neste grupo foi encontrada uma mulher HPV negativo, porém com
VB.

No grupo de mulheres sem lesdo com monoinfeccdo por HPV 16,
observou-se que 66,66% eram normais e 16,66% com VB; monoinfeccdo por
HPV 18 mostrou que a Unica mulher com esse tipo viral teve classificacdo
normal. Com relagdo as coinfecgbes, HPV 16 e 18, 59,09% das mulheres
apresentaram escore normal e 27,27% VB; HPVs 16, 18 e 58 foi encontrado
em uma mulher com VB (4,55%); os tipos 16, 18 e 52 foram diagnosticados em
uma mulher com escore normal (4,55%). Neste grupo, as mulheres HPV

negativas (5) tiveram escore normal.
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Tabela 11: Distribuicdo dos tipos de HPV de acordo com a interpretacdo do

Escore de Nugent das mulheres com e sem atipias celulares.

Interpretacdo do Escore de Nugent (n, %)

Tipo de Genoti .
infeccao enoétipos virais )
In Escore Vaginose
Normal | . )
ntermediario Bacteriana
HPV 16 7 (43,75%) 1(6,25%) 4 (25,0%)
Monoinfeccéo
(n=16)
HPV 18 3 (18,75%) 0 1 (6,25%)
HPV 16 / HPV 18 25 (49,02%) 5 (9,80%) 13 (25,49%)
HPV 16 / HPV 52 2 (3,92%) 0 0
Coinfeccéao
(n=51)
HPV 16 / HPV 58 2 (3,92%) 0 0
HPV 16 / HPV 18 / HPV 31 0 1 (6,25%) 0
HPV 16/ HPV 18/ HPV 52 1 (6,25%) 0 0
HPV 16/ HPV 18/ HPV 58 0 0 1 (6,25%)
Nao detectado 1(6,25%) 0 0

(n=1)
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5.4 Avaliacdo da estrutura da comunidade bacteriana nas amostras de

fluido vaginal das mulheres participantes do estudo

Para avaliacdo da estrutura da comunidade bacteriana nas amostras de
fluido vaginal das participantes deste estudo foi utilizado a abordagem do PCR-
DGGE. O agrupamento UPGMA a partir dos perfis de bandeamento em
eletroforese de acrilamida gerou um dendrograma de similaridade (Figura 6),
onde observou-se, com algumas excecdes, que os perfis de mulheres com as
mesmas caracteristicas em relacdo ao escore de Nugent (normais,
intermediario e com vaginose bacteriana) tenderam a se agrupar. Destaca-se
também alto numero de mulheres com microbiota vaginal apresentando 100%
de similaridade. Com relacé&o aos tipos de lesdes, o dendrograma apresentou

varios clusters, sem um agrupamento entre 0S grupos.
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Figura 6. Matriz de similaridade resultante da analise de agrupamento UPGMA com coeficiente
de Jaccard, do fingerprint dos produtos de amplificacdo do DNA bacteriano, separados em

DGGE, correspondente a regido V6 do gene codificador para o RNA16s a partir do
metagenoma vaginal das mulheres com e sem atipias celulares cervicais.
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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 em
sua microbiota vaginal, e essas bactérias produzem &cido latico, bacteriocinas
e peroxido de hidrogénio, impedindo a proliferagcdo de potenciais patdgenos.
Em menor abundéncia, sdo encontradas bactérias como Gardnerella vaginalis,
Mobiluncus, Atopobium vaginae, dentre outras, e fungos do género Candida
(DOMINGUEZ-BELLO et al., 2016). Entretanto, a composi¢cdo da microbiota
pode sofrer alteracGes, devido a fatores como alimentacdo, stress, uso de
anticoncepcional, hormonios, entre outros, podendo assim ocasionar doencas,
em especial a vaginose bacteriana (OJALA et al., 2014).

A vaginose bacteriana (VB) € uma sindrome polimicrobiana decorrente
da deplecdo de Lactobacillus e proliferacdo de outras bactérias como a G.
vaginalis. A literatura tem demonstrado que uma microbiota alterada pode estar
associada com o aumento de infecgBes sexualmente transmissiveis (IST),
incluindo a infeccédo pelo Papilomavirus humano (HPV) (BARRETO ALVES et
al., 2016).

A presenca do papilomavirus humano (HPV) no microambiente vaginal é
um dos co-fatores para o desenvolvimento de atipias celulares cervicais, que
podem progredir para o cancer cervical. O carcinoma escamoso da cérvice
uterina € uma doenca complexa e resultante de multiplos determinantes
genéticos, bioldgicos, comportamentais e sdcio-econdmicos (DILLNER et al,
2010). Portanto, estes determinantes, associados a persisténcia da infeccao
pelo HPV, contribuem para o surgimento de alteragdes celulares cervicais,
sendo mais comuns em areas que apresentam maior desigualdade social,
econdbmica e educacional. No Brasil, o cancer de colo do utero representa o
guarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres brasileiras, segundo o
Instituto Nacional do Cancer. O HPV €& encontrado em 90% dos casos de
céancer, resultando em um problema de saude publica (INCA, 2018).

O presente estudo caracterizou a estrutura da comunidade bacteriana

vaginal de mulheres com e sem atipias celulares cervicais, assim como a
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presenca e genotipagem do HPV. Foram avaliadas 74 mulheres, divididas em
dois grupos: mulheres com resultado de Papanicolaou alterado, com a
presenca de atipias celulares cervicais (n = 41) e mulheres com resultado de
preventivo normal, sem lesdes (n = 33). Essas mulheres foram recrutadas no
Sistema Unico de Satde e da rede particular do municipio de Juiz de Fora,
Minas Gerais, onde a maioria reside, porém algumas vivem em cidades
vizinhas.

A partir de dados relatados pelas participantes do estudo, foi possivel
tracar um perfil das mulheres dos dois grupos, nos quais observou-se a
prevaléncia de mulheres compreendidas na faixa etéria de 18 a 30 anos,
brancas, com ensino médio completo, solteiras; no grupo com lesao verificou-
se que a ocorréncia de mulheres solteiras e que classificaram seu status de
relacionamento como outros na mesma proporcdo. Com relacdo as variaveis
clinicas e comportamentais, a maioria das mulheres possuiam vida sexual ativa
e ao longo dos anos tiveram mais de um parceiro sexual, e ndo séo tabagistas.

De acordo com a andlise univariada utilizando o teste de Odds Ratio, foi
possivel verificar associacao entre a presenca de vida sexual, maior nimero de
parceiros sexuais, pratica de tabagismo e o uso de anticoncepcional com a
ocorréncia de lesdes cervicais, portanto, permitindo o reconhecimento da
vulnerabilidade.

O termo vulnerabilidade € comumente empregado para designar a
susceptibilidade das pessoas as doencas, especialmente doencas infecciosas,
como a infeccdo por HPV (BERTOLOZZI et al., 2009; YASUKO et al., 2011;
CASSAMASSIMO DUARTE, 2012). Embora este conceito englobe a ideia de
risco, a vulnerabilidade é mais abrangente. O risco envolve a probabilidade de
um individuo adoecer e morrer. JA a vulnerabilidade envolve aspectos
individuais e coletivos que aumentam a susceptibilidade a uma doenca,
compreende indicadores de iniquidade e desigualdade social, ou seja, trata-se
de um conceito multidisciplinar. A vulnerabilidade abrange condi¢Ges
cognitivas, como o0 acesso a educacdo, informacdo; condi¢cbes
comportamentais (fumantes) e sociais (moradia, salario). Conhecer a
vulnerabilidade € fundamental para a promocdo de saude, a fim de

implementar politicas de salde e monitoramento, procurando otimizar o



68

tratamento de doencas através de um diagndstico precoce, 0 que no caso de
cancer do colo do utero é de extrema importancia (SEVALHO, 2017).

GININDZA e colaboradores (2017), ao pesquisar a prevaléncia e a
associacdo dos fatores de risco para HPV de alto risco em mulheres
sexualmente ativas na Africa, obtiveram como resultado maior frequéncia de
mulheres na faixa etaria de 25 a 29 anos, com idade média de 32,2 anos. Além
disso, 57,9% das participantes apresentaram o ensino médio completo e 84,2%
faziam uso de anticoncepcional, o que corrobora com o presente estudo. Em
uma analise univariada, encontraram associacdo positiva com relacdo ao
namero de parceiros sexuais, mostrando que mulheres que tiveram dois
parceiros ao longo da vida, possuem risco maior (OR 2,1) de uma infeccao por
HPV.

KANG e colaboradores (2014), analisando dados epidemiolégicos
coletados de participantes na zona rural da China, estimaram as tendéncias da
idade na infeccdo por HPVs de alto risco, e demonstraram que a idade média
das participantes com infeccéo foi de 44 — 44,5 anos, ao contrario do presente
estudo. Porém, 99,6% das participantes relataram que ndo eram fumantes e
91,5% relataram néo fazer uso de éalcool, de forma semelhante aos resultados
obtidos no presente estudo.

Levando-se em consideracdo o resultado do exame de Papanicolaou
alterado, com presenca de atipias celulares cervicais, as participantes desse
estudo se encontram na faixa etéria de 18 a 72 anos, com média de idade de
36,6 anos. Este dado estd em conformidade com as Diretrizes Brasileiras do
Ministério da Saude (INCA, 2016), na qual estabelece a faixa etaria de 25 a 64
anos com maior potencial de ocorréncia de lesdes cervicais e cancer do colo
do utero. PINHO-FRANCA; CHEIN e THULER (2016) buscaram mensurar o
papel do Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) no padrdo de
anormalidades citolégicas cervicais, encontrando predominancia de lesdes na
faixa etaria estabelecida para a triagem de céancer cervical, relatada pelo
governo Brasileiro, com média de idade de 36,8 anos. Além disso, verificaram a
ocorréncia do avanco da idade em concordancia com o aumento da severidade
das lesbes. As Diretrizes adotadas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA)
também corroboram com o presente estudo em relacdo a faixa etaria de 18 a

30 anos, na qual houve predominancia de LSIL (44,44%). Segundo o INCA, as
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mulheres com menos de 24 anos tem baixa incidéncia de cancer, mas podendo
apresentar LSIL, a qual tem grande probabilidade de regresséo.

A vaginose bacteriana € uma das principais infec¢cdes vaginais em
mulheres em idade fértil. No presente estudo, foi encontrada a prevaléncia de
29,27% de mulheres com lesdo e VB e no caso de mulheres sem leséo,
24,24% apresentaram VB. Estima-se que 20 a 30% das mulheres que
apresentam secrecdo vaginal possuem VB. A presenca de VB nas amostras
incluidas nesse estudo foi superior ao relatado por KENYON; COLEBUNDERS;
e CRUCITTI (2013), que pesquisaram dados epidemiologicos de VB em varios
paises e verificaram a prevaléncia de VB no Brasil, encontrando uma variacédo
de 15,3% a 21,6% de mulheres com essa sindrome. Os autores encontraram
alta prevaléncia de VB na Jamaica (49%), Peru (40%) e Equador (31%).
BAUTISTA e colaboradores (2016) relataram em seu estudo a frequéncia de
VB em alguns paises do mundo, e encontraram taxas altas em paises
africanos, como em Mocgambique (68%), Quénia (44%) e Gambia (37%). Por
outro lado, em paises como Noruega e Turquia as taxas foram mais baixas, de
24% e 23%, respectivamente. Essa diferenca provavelmente é devido a
heterogeneidade etaria, a localizacdo geogréfica, e a situacdo sdcio econdmica
e cultural entre as populacdes investigadas.

O presente trabalho mostrou associacdo positiva e estatisticamente
significativa entre VB e a ocorréncia de atipias celulares cervicais, em especial
as lesdes do tipo ASC-H e HSIL. ZATTONI e colaboradores (2013)
encontraram resultado semelhante, no qual demonstraram maior incidéncia de
mulheres com VB associadas a lesdes cervicais. GUO e colaboradores (2012)
avaliaram a persisténcia e depuracdo da infeccdo HPV de acordo com a
presenca de vaginose bacteriana e sugeriram que a vaginose bacteriana pode
criar um ambiente propicio para a persisténcia da infec¢ao pelo HPV. ZHANG e
colaboradores (2017) encontraram relacao positiva entre VB e atipias celulares,
investigando a relag&o entre as infecgdes no trato genital e as lesdes cervicais.
Os resultados demonstraram que a VB atua como um cofator no
desenvolvimento das atipias celulares cervicais, provocando processos
inflamatorios e microabrasdes no epitélio e promovendo assim a persisténcia

da infecgéo.
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DI PAOLA e colaboradores (2017), ao caracterizarem a microbiota
vaginal de mulheres com infeccdo persistente por HPV, encontraram
associacgao positiva entre a microbiota e o desenvolvimento de lesdes cervicais,
assim como o presente estudo. Os resultados mostraram que 0 aumento da
diversidade bacteriana concomitantemente com a deplecdo de Lactobacillus,
caracteristica da VB, esta associado com o desenvolvimento de atipias
celulares cervicais, principalmente em mulheres HPV positivas.

Os trabalhos de DI PAOLA e colaboradores (2017) e SODHANI e
colaboradores (2017) permitiram elaborar hipoteses para que a associacéo
entre VB e infecgdo por HPV seja um cofator no determinismo de atipias
celulares cervicais e cancer. Uma das hipoteses envolve a elevagdo do pH
vaginal durante uma VB, que favorece e prolonga o periodo de vulnerabilidade
da zona de transformacdo ocasionada pelo HPV. Outra hipbétese esta
relacionada as aminas volateis liberadas pelas bactérias anaerdbias, que
podem formar nitrosaminas, que sdo compostos produzidos a partir de nitrito e
aminas, e sdo cancerigenos. Além disso, ocorre uma alteracdo de citocinas,
com o recrutamento de linfocitos T helper 17, citocinas e marcadores proé-
inflamatoérios, que favorecem a persisténcia da infeccdo por HPV e o
desenvolvimento de atipias celulares. DI PAOLA e colaboradores (2017)
relataram ainda que a bactéria Atopobium vaginae, presente em algumas
mulheres, pode romper a barreira epitelial, favorecendo a infec¢ao por virus.

De acordo com ONDERDONK; DELANEY; e FICHOROVA (2016), a VB
apresenta uma distribuicdo epidemiolégica semelhante as ISTs. Uma vez que
0S agentes causais da vaginose bacteriana encontram-se presentes em grande
parte da populacdo feminina sem provocar sintomas, ha divergéncias se a VB &
uma IST ou ndo. Entretanto, a VB é uma sindrome que apresenta frequéncia
elevada devido ao aumento de parceiros sexuais. Com base nisso, pode-se
inferir que, se a aquisicdo de HPV e de vaginose bacteriana esta sujeita aos
mesmos fatores de risco associados ao sexo, a distribuicdo destas duas
condicdes sera, em tese, semelhante em termos de prevaléncia.

A genotipagem mostrou alta prevaléncia de HPV positivo nos grupos
estudados (97,56% das mulheres com lesdo e 84,85% das mulheres sem
lesdo). Os gendtipos encontrados sdo de alto risco oncogénico, HPVs 16, 18,

31, 52 e 58; dentre os quais 0 de maior prevaléncia foi o HPV 16, seguido do
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HPV 18. DE OLIVEIRA e colaboradores (2017), ao pesquisarem 0 raspado
cervical de mulheres brasileiras com e sem lesdes, encontraram prevaléncia do
HPV 16 nos dois grupos, seguido do HPV 58. Relataram também que os seis
tipos virais de maior frequéncia na América do Sul forma o HPV 16, 18, 31, 45,
33 e 58, sendo o HPV 58 o terceiro mais frequente na populacédo brasileira,
dados que séo similares ao presente estudo. No mundo, estima-se que 80%
das mulheres sexualmente ativas entrardo em contato com pelo menos um tipo
de HPV em algum momento da vida (INCA, 2018), frequéncia essa que esta
em conformidade com os dados encontrados. AMORIM e colaboradores
(2017), ao estudarem a coinfeccdo de patégenos sexualmente transmissiveis e
HPV em mulheres do estado da Bahia, encontraram alta frequéncia de HPV
(85,5%) em participantes que apresentavam lesdes cervicais. Entretanto, ao
contrario do presente estudo, com relacdo ao grupo de mulheres com citologia
normal, a frequéncia de HPV positivo foi bem menor (25,7%).

YUANYUE e colaboradores (2017), ao estudarem a distribuicdo do HPV
em mulheres chinesas que apresentavam lesGes e cancer invasivo, também
encontraram alta prevaléncia de participantes com o DNA viral, com taxas
variando de 90 a 100%, de acordo com o aumento da severidade das lesdes.
Os genotipos mais prevalentes foram os HPVs 16, 52 e 58, corroborando com
os dados encontrados no presente estudo.

MARTINS e colaboradores (2016) avaliaram a distribuicdo de genoétipos
de HPV em mulheres brasileiras com e sem lesdes cervicais, e obtiveram como
resultado uma menor frequéncia de HPV positivo em relacdo ao estudo em
qguestdo, com resultado de 48,6%. Entretanto, o tipo viral de maior frequéncia
foi o mesmo encontrado nesse estudo, o HPV 16 (23,2%), sendo ainda
encontrados os tipos 56 (21.0 %), 52(8.7 %), 31 (7.7 %), 53 (7.7 %), 51 (7.4 %),
39, 59, 66 (6.5 % cada), 33 (5.3 %) e 58 (5 %). Ao contrario do presente
estudo, estes autores encontraram uma baixa frequéncia com relacdo ao HPV
18 (5%).

Infeccdo por um Unico tipo viral foi encontrada com uma
representatividade de 24,39% no grupo com leséo e 18,18% em mulheres sem
lesdo. Entretanto, as taxas de coinfeccdo nos dois grupos foram altas, 70,73%
(com leséo) e 66,67% (sem lesdo), sendo encontrada infec¢gdo multipla por até

trés tipos virais nos dois grupos. RESENDE e colaboradores (2014)
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encontraram HPV em 87% de mulheres participantes no estado de Séo Paulo e
Goias, com taxa de coinfeccdo menor que o presente estudo, de 52%. Porém,
0s tipos virais relatados em coinfeccéo foram os mesmos, HPVs 16 e 58, 16 e
52 e 16 e 18, corroborando com 0 nosso estudo.

Segundo ARBYN e colaboradores (2006) e CAIXETA e colaboradores
(2015), a idade desempenha um papel importante na determinacdo da
prevaléncia, pois a aquisicdo do HPV aumenta rapidamente apos o inicio da
atividade sexual, com pico de prevaléncia ocorrendo préximo do final da
adolescéncia ou no inicio da idade adulta. RIO-OSPINA e colaboradores (2016)
verificaram a prevaléncia de HPV de alto risco em adolescentes colombianas,
encontrando valores de positividade para o DNA viral em 48,97% das
mulheres, sendo a taxa de monoinfeccdo de 70,62%, a qual teve como
prevaléncia o tipo 16 (37,44%), seguido do 18 (14,99%); coinfeccao foi relatada
em 28,52% dos casos. Todavia, esse trabalho encontrou coinfeccao pelos tipos
16, 18 e 31, assim como o presente estudo.

KAVANAGH e colaboradores (2013), ao estimarem a prevaléncia de
HPV em mulheres escocesas, com a intencdo de monitorar o impacto futuro da
vacinacdo, encontraram frequéncia de coinfeccdo por HPVs de alto risco em
48% das participantes, sendo 58,4% infectadas por dois tipos virais, 25,6%
com trés tipos, 9,9% por quatro, 4,3% por cinco e 1,8% por seis. Nesse
trabalho foi relatada a ocorréncia de coinfeccao por até oito tipos virais de alto
risco e associacao entre os tipos 16, 18 e 31.

Estudos demonstram o papel das infec¢des mudltiplas por HPV (DE
OLIVEIRA et al., 2017; GHEDIRA et al., 2016; YUANYUE et al., 2017), bem
como com relacdo a infec¢cdes por um Unico tipo viral (XU et al.,, 2015) na
persisténcia da infec¢do e no aumento da severidade das lesées.

Os dados de prevaléncia de HPV relacionados a faixa etaria mostraram
que essa infeccdo acomete a populacdo jovem sexualmente ativa, com idade
inferior a 30 anos (XU et al., 2015). Considerando os dados do presente
estudo, a prevaléncia de HPV encontrada esta relacionada a faixa etaria de 18
a 30 anos, tanto com relagdo a monoinfecgédo quanto por coinfecgao.

Um estudo que analisou a infeccdo por HPV em mulheres de
Bangladesh com neoplasia intraepitelial cervical e cervicite crénica encontrou
50% de HPV positivo na faixa etaria de 20 a 30 anos (KHANDKER et al., 2016).
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MARTINS e colaboradores (2016) encontraram no Brasil maior frequéncia de
HPV positivo em mulheres com idade inferior a 31 anos, sendo também
relatado alto indice de infecgBes multiplas nessa faixa etaria (35%). A alta
prevaléncia de HPV em adolescentes e mulheres jovens tem sido
frequentemente atribuida ao inicio da atividade sexual, ou seja, quanto menor a
idade maior a probabilidade de infeccdo e multiplicidade de parceiros sexuais
durante a vida.

Com relacéo a distribuicdo dos gendtipos e o resultado da citologia, os
dados mostraram que o HPV 16 foi o mais frequente em lesdes de ASC-US,
seguido de LSIL, HSIL e ASC-H. FAKHERDIN e colaboradores (2015)
pesquisaram a associacdo entre HPV e ASC-US em 297 mulheres nos
Emirados Arabes. Foram detectados infeccdo em 17,9%, com associa¢do entre
as lesdes e os gendtipos de HPV 16 e 18. Em um estudo de distribuicdo de
gendtipos de HPV em mulheres com lesGes na China foram encontrados os
tipos 16, 51, 52 e 58 associados a LSIL, e em HSIL foram diagnosticados os
tipos 16, 58, 33 e 52. Com relacdo ao cancer invasivo, 0s mais prevalentes
foram HPV 16, 58 e 18 (XU et al., 2015)

BALANDA e colaboradores (2016), ao estudarem a prevaléncia da
infeccdo por HPV em mulheres no Chile, obtiveram diagnéstico positivo em
54% das amostras de ASC-US, 75% nas LSIL, 87% nas HSIL e 100% no CI. O
trabalho encontrou associacdo entre HPVs de alto risco e ASC-US, seguido
LSIL e HSIL. Foi relatado a ocorréncia de alta prevaléncia de HPVs de alto
risco em mulheres com citologia normal, sendo essa relacédo sete vezes maior
do que a encontrada em mulheres com lesdes.

Ao contrario do presente trabalho, um estudo sobre a prevaléncia dos
tipos virais de alto risco oncogénico em mulheres do Chipre mostrou que a
distribuicdo desses tipos foi similar entre as lesbes ASC-US, LSIL e HSIL
(62,2%, 60,7%, 57,9%), respectivamente (KRASHIAS; KOPTIDES;
CHRISTODOULOU, 2017). A infeccdo por HPV é um fator de risco para o
desenvolvimento de atipias celulares cervicais, sendo 0s gendtipos de alto risco
com maior potencial de gerar anormalidades citologicas. Os estudos mostraram
que o HPV 16 presente na maioria das infec¢des representa um maior risco de

progressao das atipias, levando ao cancer cervical. Os dados sugerem que 0
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HPV sozinho ndo é um determinante do cancer, mas contribui com o
surgimento do mesmo.

Estudos recentes utilizando métodos independentes de cultivo tém
demonstrado que a diversidade na composicdo bacteriana vaginal entre
mulheres normais e afetadas pela vaginose bacteriana é bastante complexa
(LING et al., 2010). No presente estudo, a técnica PCR-DGGE foi utilizada para
caracterizar a diversidade bacteriana vaginal de mulheres com diferentes status
de saude.

A técnica de DGGE ¢ rapida e confiavel para estimar a diversidade da
comunidade bacteriana vaginal, permitindo a deteccdo de populacbes
predominantes, ndo sendo detectadas populacées menores. Entretanto, € uma
técnica que apresenta baixa resolucdo, por ser dependente do tipo de
oligonucleotideos iniciadores utilizados, considerando-se os diversos niveis
taxondmicos microbianos, e ndo permite a identificagdo dos microrganismos
presentes na amostra, sem o sequenciamento. Ou seja, o DGGE é usual na
comparacdo das comunidades bacterianas, considerando similaridades e
diferengcas (LING et al.,, 2010; GAO et al.,, 2013). A técnica é utl para a
compreensao da riqueza do ecossistema vaginal, possibilitando a identificacao
de similaridades entre os grupos estudados. Essa compreenséao é fundamental
para entendermos a etiologia das doencas vaginais (CRUCIANI et al., 2012;
ALIOUA et al., 2016).

O presente estudo caracterizou a estrutura da comunidade bacteriana de
mulheres clinicamente saudaveis e com vaginose bacteriana. A analise de
agrupamento para o dominio Bacteria mostrou que as amostras provenientes
de mulheres com mesmo status de saldde tenderam a se agrupar, porém em
clusters separados. Entretanto na andlise do agrupamento em relacdo aos
tipos de lesdes, foram observados varios clusters, sem a formacdo de um
padrdo. Esses dados demonstram a natureza complexa da microbiota vaginal,
gue pode sofrer influéncia de fatores diversos, como a faixa etaria da mulher, o
tipo de dieta e 0 uso de anticoncepcional. Ou seja, 0 agrupamento obtido
mostra a heterogeneidade da microbiota de mulheres com lesdo e sem leséo e,
ainda, mulheres com tipos de lesfes diferentes. Assim, cada individuo tera uma
composicdo da microbiota vaginal caracteristica. (LING et al., 2010; GAO et
al., 2013).
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Por outro lado, o oligonucleotideo iniciador universal utilizado no DGGE
pode ter contribuido para a complexidade na diferenciacdo dos clusters
encontrados entre as mulheres amostradas, por se tratar de um iniciador de
nivel taxonémico pouco discriminatorio. Dessa forma, ressalta-se a
necessidade da complementacdo do estudo com outros tipos de iniciadores ou
ainda outras técnicas capazes de elucidar a composicdo de grupos
microbianos associados aos diferentes grupos estudados.

Um estudo da diversidade do microbioma vaginal associado a neoplasia
intraepitelial cervical em Londres, revelou, através de sequenciamento de nova
geracdo (NGS) do 16S rDNA, que as mulheres com microbiota predominante
da comunidade IV, caracterizada por reducéo de Lactobacillus com aumento de
bactérias anaerdbias, relacionada a VB, representa um risco duas vezes maior
para o desenvolvimento de LSIL e trés vezes maior para HSIL. O aumento da
gravidade da doenca também foi associado a diminuicdo da abundancia
relativa de Lactobacillus. A comunidade IV esta relacionada tanto com a
infeccdo por HPV quanto com a persisténcia da mesma, haja vista que o
ambiente vaginal em disbiose pode induzir um ecossistema pré-inflamatério,
que facilita a integracdo do DNA viral ao genoma humano, levando a super
expressdo das proteinas virais, inclusive aquelas (E6/E7) responsaveis pela
transformacao celular (MITRA et al., 2015). Durante o processo inflamatério
ocorre inducdo de citocinas liberadas por células infectadas por HPV que
estimulam o metabolismo oxidativo em macréfagos, o que gera dano no epitélio
(CAIXETA et al., 2015).

DI PAOLA e colaboradores (2017) identificaram a microbiota de
mulheres com infeccdo persistente por HPV na Itdlia, através do
sequenciamento do 16S rDNA e também encontraram associacdo entre a
comunidade IV (VB) com a persisténcia da infeccdo por HPV e as atipias
celulares. O microambiente vaginal diante de uma disbiose com ocorréncia de
VB, quando colonizado por bactérias anaerdbias, essas produzem enzimas e
metabdlitos que comprometem o biofilme protetor, facilitando a entrada do HPV

e permitindo a infeccéo persistente.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A alta prevaléncia de HPV em mono e coinfeccdo, tanto em mulheres
com atipias celulares quanto em mulheres clinicamente saudaveis, evidencia a
importadncia do exame preventivo para o diagndstico precoce de alteracdes
celulares, da vacinagcdo e principalmente da necessidade do uso de
preservativo nas relacdes sexuais. Além disso, existe a necessidade de
realizacdo de wuma educacdo continuada, a fim de promover
conhecimento/esclarecimento a respeito da associagao entre HPV, microbiota
vaginal e lesdes celulares cervicais, o que contribuird para o diagnostico
precoce e reducao da taxa de infec¢ao.

Espera-se que as informacdes epidemiolégicas e microbioldgicas
geradas neste estudo possam servir para caracterizacdo do problema na
regido de Juiz de Fora, ou suscitar discussdo e monitoramento epidemiolégico
em outra regides, que sirvam de base para o desenvolvimento de politicas de
saude publica e, assim, possam contribuir para um melhor aproveitamento dos
recursos financeiros a serem aplicados em medidas preventivas.

Ressalta-se a necessidade da continuidade e o aprofundamento desta
linha de pesquisa utilizando-se outras técnicas, como por exemplo, o
sequenciamento de componentes da comunidade microbiana, pela
oportunidade de elucidar algumas questbes, principalmente aquelas
associadas aos fatores de risco relacionados a VB e infec¢do por HPV, que
podem levar ao aparecimento de atipias celulares cervicais e ao

desenvolvimento do cancer de colo do Utero.
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8. CONCLUSOES

= Embora o HPV e a ocorréncia de lesdes intraepiteliais cervicais possa
estar associado a qualquer faixa etaria, ele estd mais relacionado a

mulheres adultas jovens, na faixa etéria entre 18-30 anos.

= As mulheres sexualmente ativas, com mais de um parceiro, tabagistas e
usuarias de contraceptivos orais estdo mais propensas a infeccao por

HPV e ao desenvolvimento de alteracdes celulares cervicais.

= Nos dois grupos estudados, a maioria das mulheres apresentou escore

normal para a vaginose bacteriana.

*» A maioria das mulheres apresentou infeccdo por HPV, e os genétipos
encontrados foram HPV 16, 18, 31, 52 e 58, sendo o HPV 16 e HPV 18
0s tipos virais de alto risco oncogénicos mais prevalentes na populacéo

amostrada.

* Monoinfeccdo e coinfeccdo por mais de um tipo viral esta presente em

alta frequéncia nas mulheres amostradas, com e sem leséo celular.

= A avaliacdo da estrutura da comunidade bacteriana vaginal revelou que

a microbiota vaginal € complexa.

» Lesdo do tipo ASC-US foi encontrado na maioria das mulheres
amostradas, estando associadas ao HPV 16, ao passo que o HPV 18 foi

encontrado associado a lesdo HSIL.

» Associacao positiva foi encontrada entre lesdo do tipo ASC-H e HSIL

com a ocorréncia de vaginose bacteriana.

= A correlagdo entre o escore de Nugent e a estrutura da comunidade
bacteriana, assim como em relacéo entre a presenca ou nao de atipias

celulares revelou a heterogeneidade da microbiota vaginal, sugerindo a
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necessidade da utilizacdo de outras técnicas capazes de elucidar a
composicdo de grupos microbianos especificos, para um melhor
entendimento da relacdo entre o HPV, microbiota vaginal e lesdes

celulares cervicais.
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APENDICE | - Classificacéo das amostras de acordo o Escore de Nugent

Gram variaveis e

Amostra Gram + Gram - Cluecells PMN Escorede Nugent
Gram - pequenos

1 0(4) >5(2) 5-30(3) S S 9(VB)

2 5-30(1) 1-4 (1) 0(0) N S 2 (NORMAL)

3 1-4(2) 1-4 (1) 0(0) N S 3 (NORMAL)

4 0(4) 1-4 (1) 1-4(2) N N 7 (VB)

5 0(4) 0(0) 5-30(3) S N 7 (VB)

6 5-30(1) 1-4 (1) 0(0) N N 2 (NORMAL)

7 0(4) 1-4(1) 5-30(3) S S 8(VB)

8 >30(0) 0(0) 0(0) N N 0 (NORMAL)

9 5-30(1) 1-4 (1) 0(0) N S 2 (NORMAL)

10 1-4(2) 1-4 (1) 1-4(2) N S 5 (INTERMEDIARIO)
11 5-30(1) 1-4 (1) 1-4(2) S N 4 (INTERMEDIARIO)
12 0(4) 1-4(1) >30 (4) S S 9(VB)

14 0(4) >5(2) >30 (4) S S 10 (VB)

15 >30(0) 0(0) 0(0) N N 0 (NORMAL)

16 >30(0) 0(0) 0(0) N N 0 (NORMAL)

17 >30(0) 0(0) 0(0) N N 0 (NORMAL)

18 >30(0) 1-4 (1) 0(0) N N 1(NORMAL)

19 0(4) 1-4 (1) >30 (4) S S 9(VB)

20 5-30(1) 1-4 (1) 1-4(2) S S 4 (INTERMEDIARIO)
21 0(4) >5(2) >30 (4) S S 10(VB)

22 >30(0) 0(0) 0(0) N N 0 (NORMAL)

23 5-30(1) 0(0) 0(0) N N 1(NORMAL)

24 0(4) 1-4(1) 5-30(3) S S 8(VB)

25 0(4) 1-4 (1) >30 (4) S S 9(VB)

26 >30(0) 0(0) 0(0) N N 0 (NORMAL)

27 0(4) 1-4(1) 5-30(3) S S 8(VB)

28 0(4) 1-4 (1) >30 (4) S S 9(VB)

29 5-30(1) 0(0) 0(0) N N 1(NORMAL)

30 >30(0) 1-4 (1) 0(0) N N 1(NORMAL)

31 5-30(1) 0(0) 0(0) N N 1(NORMAL)

32 5-30(1) 1-4(1) 0(0) N S 2 (NORMAL)
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Objetivo da Pesquisa:
Apresenta clareza e compatibilidade com a proposta de estudo.
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sofrerdo qualquer dano ou sofreréo prejuizo pela participagdo ou pela negacéo de participagio na pesquisa
e beneficios esperados, estdo adequadamente descritos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto estd bem estruturado, delineado e fundamentado, sustenta os objetivos do estudo em sua
metodologia de forma clara e objetiva, e se apresenta em consonéancia com os principios éticos norteadores
da ética na pesquisa cientifica envolvendo seres humanos elencados na resolugao 466/12 do CNS e com a
Norma Operacional N° 001/2013 CNS.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
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resolucdo 441/11 e a Portaria 2.201/11 do Conselho Nacional de Salde e suas complementares.
Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto, o projeto estad aprovado, pois esta de acordo com os principios éticos norteadores da
ética em pesquisa estabelecido nas Resolugdes: 466/12 - 441/11; com a Norma Operacional N°® 001/2013; e
com a portaria 2.201/11 do Conselho Nacional de Salde - CNS, Data prevista para o término da
pesquisa:Marco de 2020.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFJF, de acordo com as atribuicdes definidas nas
Resolugdes: 466/12 - 441/11; com a Norma Operacional N° 001/2013; e com a portaria 2.201/11 do
Conselho Nacional de Saude - CNS, manifesta-se pela APROVACAQ do protocolo de pesquisa proposto.
Vale lembrar ao pesquisador responsavel pelo projeto, o compromisso de envio ao CEP de relatérios
parciais efou total de sua pesquisa informando o andamento da mesma, comunicando também eventos

adversos e eventuais modificagcdes no protocolo.
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Auséncia
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ANEXO I

L]
PREFEITURA MUNICIPAL DE JUIZ DE FORA y .T
SECRETARIA DE SAUDE LJ
SUBSECRETARIA DE ATENGCAO PRIMARIA A SAUDE
Grau de
Resultado - e Conduta
suspeicio
Dentro dos limites da normalidade no Nio Seguir a rotina de
material examinado rastreamento citolégico
Alteracdes celulares benignas reativas ou . .
Z 3 % : : 3 - Seguir a rotina  de
reparativas; inflamagdo sem identificagdo | Nao i T
rastreamento citolégico
do agente
Resultado indicando metaplasia escamosa Nio Seguir a rotina de
imatura rastreamento citoldgico
e 5 = Seguir a rotina  de
Resultado indicando reparagdo Nao g oy e
rastreamento citologico
Normal e : :
Resultado  indicando  atrofia  com Nio Seguir a rotina de
inflamacgdo rastreamento citoldgico'’
- o " egui a rotina d
Resultado indicando radiacdo Nao SERUIF T N
rastreamento citologico
Resultado indicando achados . :
» i 3 8 ’ " Seguir a rotina de
microbiolégicos (Lactobacilos sp., cocos e | Nao SR
‘ rastreamento citologico
outros bacilos)
. - _ eguir a rotina de
Outras situagdes Nao Shent T
rastreamento citolégico
icdo da citologia e
Provavelinsnte - Repeticao . citologia em 6
Em chlufes | reoplEsica Menor meses (> 30 anos) ou 12
P meses (< 30 anos)
escamosas = :
Nio se pode afastar - Encaminhar para
lesdo de alto grau colposcopia
Atipias de Provavelmente ndo Maior Encaminhar para
significado Em células | neoplésica colposcopia
indeterminado | glandulares Nio se pode afastar MG Encaminhar para
lesdo de alto grau colposcopia
Provavelmente nao ; Encaminhar para
. Sk Maior :
De origem | neoplasica colposcopia
indefinida Ndo se pode afastar Waior Encaminhar para
lesdo de alto grau colposcopia
Lesao intraepitelial de baixo grau Menor Re:pem;ao QeilggiaRt
seis meses
Atipias emn | Lesdo intraepitelial de alto grau Maior S;l(;?clgg: S
células ; = = :
Lesdo intraepitelial de alto grau, ndo . Encaminhar para
escamosas o : Maior :
podendo excluir microinvasao colposcopia
Carcinoma epidermoide invasor Maior Encammh?r para
colposcopia
Atias e | 8 o invesor Malor | capta
células poseop)
lan : : ; cami
ClB s Adenocarcinoma invasor Maior s i

colposcopia

"' Se laudo do exame citopatolégico, mencionar dificuldade diagnéstica decorrente da atrofia: deve ser prescrito
um preparo estrogénico para tratamento da colpite atrofica, e a nova citologia serd coletada sete dias apds a
parada do uso.
"2 A paciente com sintomatologia como corrimento, prurido ou odor genital, deve ser tratadas e acompanhadas
conforme orientagdes do Manuai de DST do MS. ’
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ANEXO IlIA

Aﬁjf UNiversiDaDE FEperar DE Juiz pe Fora

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

y L

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Detecc¢do 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 lesGes precursoras do cancer do colo do Utero, em amostras
de secrec¢do vaginal de mulheres com atipias celulares cervicais, sugestivas de lesdo por HPV,
além de avaliar a diversidade bacteriana e fungica do ecossistema vaginal. O motivo que nos
leva a estudar este assunto € para ampliar os conhecimentos sobre a relagdo 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 o servi¢o ginecoldgico.

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 secrec¢do vaginal sera colhida pelo uso de um cotonete e/ou escovinha esterilizada
na vagina durante sua consulta ginecologica de rotina, e a secrecdo das pacientes sera
transportada em tubos estéreis contendo tampdo, que serdo enviados ao laboratério de
microbiologia.Considerada pesquisa de risco minimo, eventuais desconfortos emocionais serdo
minimizados, uma vez que as amostras serdo coletadas pelo seu médico ginecologista durante
0s exames ginecolégicos que sao realizados rotineiramente.A pesquisa contribuird
paraformular acdes para uma diminuicAo de riscos associados ao uso incorreto dos
medicamentos e estimular os exames preventivos das doencas 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. Podera retirar seu consentimento ou interromper a participagéo a qualquer momento.
A sua participagdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que o Sr. (a) € atendido (a) pelo pesquisador, que tratar4d a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados da pesquisa estardo a sua
disposi¢cdo quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participacdo néo sera
liberado sem a sua permisséo. O (A) Sr (a) ndo serd identificado (a) em nenhuma publicagao
gue possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
serd arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de Fisiologia e Genética
Molecular Bacteriana do ICB/UFJF, e a outra serd 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 apds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a
sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira
(Resolucao N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informagfes somente
para os fins académicos e cientificos.
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Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “Detec¢édo 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 qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e
modificar minha decisédo 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 duvidas.

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 poderd consultar:

PEsQuIsADOR RESPONSAVEL: Prof. Dra. Vania Lucia da Silva

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

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

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

Em caso de davidas 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 IlIB

‘“Jf UNiversipape Feperar DE Juiz pe Fora

PRO-REITORIA DE PESQUISA

y Lo

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 “Detecc¢éo do
papilomavirus humano (HPV) e estudo da diversidade microbiana no ecossistema
vaginal de mulheres com atipias celulares cervicais”. Para tanto, pedimos a sua
autorizacdo para a coleta, o depésito, 0 armazenamento, a utilizagdo e descarte do material
biolégico humano do tiposecrecdo vaginal, cuja utilizacdo estd expressamente vinculada
somente a esse projeto de pesquisa.Nesta pesquisa pretendemos ampliar os conhecimentos
sobre a relacdo entre 0o 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 servigo ginecolégico. 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 secre¢do serd transportada em tubos estéreis contendo tampéo,
que serdo enviados ao laboratério de microbiologia. As amotras serdo congeladas em freezer
até o processamento. Apds 0 processamento dessa secre¢do, que consiste na extracdo de
DNA total, todas as amostras serdo destruidas por autoclavagao. 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 s&o
realizados rotineiramente.A pesquisa contribuir4 para minimizar os gastos com terapia empirica
para algumas doencas cérvico-vaginais, além de estimular que os exames preventivos sejam
feitos rotineiramente. Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo ter& 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 indenizacéo. 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 utilizagdo do material biolégico armazenado no Biorrepositorio,
valendo a desisténcia a partir da data de formalizacéo desta. A sua participacdo é voluntéria, e
a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que o
Sr. (a) é atendido (a) pelo pesquisador, que tratard a sua identidade com padrdes profissionais
de sigilo. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢cdo quando finalizada. Seu nome ou
0 material que indique sua participacdo ndo serd liberado sem a sua permissao.

O (A) Sr. (a) nao sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
serd 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 padrBes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira
(Resolucdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as
informacdes somente para os fins académicos e cientificos.



98

Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “Deteccéo 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 qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e
modificar minha deciséo 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 davidas.

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

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

PESQuISADOR RESPONSAVEL: Prof. Dra. Vania Lucia da Silva

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

CEP:36036-900 — Juiz bE FOrRA — MG

FoNE: (32) 2102-3213.

E-mAIL: vania.silva@ufijf.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

99

ANEXO IV

SUS - JF
Secretaria Municipal de Saude
’ INSTITUTO DA MULHER
Consultério
Nome: .
Profisséo:
N°: Data:
Idade: Idade: Naturalidade:
Cor:
Queixa Principal:
Hist. da Doenga atual: Menarca: D.U.M.
Ciclos posteriores:
Método anticoncepcional:
Hist. patoldgica 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:
f transfusao: Drogas:
'[ outros: Obs:
Peso: Altura: PA. ACV: AR: Membros inferiores:
MAMAS Inspecao estética: EXAME Vagina:
ESPECULAR
Inspegao dinamica:
Colo:

@
S

Palpacéao:

Aréola e papila:

Muco Cervical:

Axilas:
VULVA e Pilosidade: Vagina:
PERINEO | Lébios:
Clitoris: Colo:
Meato uretral:
A Gl. Bartholin Utero:
g Himen:
Estatica pélvica: Anexo D:
N A/ Incontinéncia urinaria: U)) [ Anexo E:
Obs.:
\ Reto:
Addome: o

Paramentros:

Impressao diagnéstica:

Conduta:




ANEXO V

ATENCAO  Nao serao processados os exames que ndo tiverem o nome, idade, endereqo e nome do mae da paciente preenchidos

N_MINISTERIO
£S? DA SAUDE

REQUISICAO DE EXAME CITOPATOLOGICO - C0LO DO UTERG

100

Viva Mulher - Programa Nacional de Controle do Céncer do Colo do Utero e de Mama

UF CNES da Unidade de Saude

Unidade de Soude

Municipio

Prontudrio

INFORMACOES ~ PESSOAIS

Cartdo SUS

Nome Completo da Mulher

Nome Completo do Ma - '
ome Lomple! e ‘

Apelido da Mulher

Identidode b(gdo Emissor
Dato de Nascimento Idode

Dados Residenciais
Logradouro

Nimero Complemento

(édigo do Municipio Municipio
CEP pDD

Ponto de Referéncio

ESCOLARIDADE Analfabeta 1° Grau Incompleto

1° Grau Completo

UF ) CNPF (CPF)

Bairro UF

Telefone

2° Grou Completo 3° Grou Completo

DADOS DA ANAMNESE

1. Fez o exame preventivo (Papanicolaou) alguma vez?
Sim. Quando fez o Gltimo exame?

ano
Ndo Ndo sabe
2. Usa DIU? Sim | Nao | Ndo sabe
3, Estd grévida? [__ Sim "I N0 | Naosabe
4. Usa pilula anticoncepcional? .
Sim . Néo | Ndo sabe

5. Usa horménio / remédio para frator o menopausa?
Sim __ Néo  __ Ndosabe

6. J6 fez tratamento por rodioterapia?
Sim . Néo
7. Data do éltima menstruagdo / regra:

Ndo sabe

14 L1l 1 Néo sabe / Nao lembro
8. Tem ou teve algum sangramento apés relagdes sexuais?
(n6o considerar a primeira relagio sexval na vida)
_ Sim
Ndo / Ndo sabe / Néo lembra

9. Tem ou feve algum sangromento apds o menopauso?
(néo considerar ofs) sangromento(s) na vigéncia de reposicdo hormonal)
Sim
Néo / Nao sabe / Ndo lembra / Néo estd no menopausa

10. inspegdo do colo
__| Normol

_ Asents (enomalies congénitas o refirado dirurgicamente)
| Aierado

__ (alondo visolizndo

11. Sinais sugestivos de doengos sexualmente fransmissiveis?
L Sim
. Nae



101

IDENTIFICACAO DO LABORATORIO

(NPJ do Laboratério

== I S8 (= S | ' S (N N (S ("

Nome do Laboratério

Nimero do Exame

Recebido em:

RESULTADO DO EXAME CITOPATOLOGICO - COLO DO UTERD

AVALIACAO  PRE-ANALITICA
AMOSTRA REJEITADA POR:

Auséncia ou erro na identificagio da Iémina, frasco ou formuldrio

Lamina danificado ou ausente

- Causas olheios ao laboratério; especificar: PSS

Outros causas; especificar:

EPITELIOS REPRESENTADOS NA AMOSTRA:

Escamoso
Glondulor

Metapldsico

ADEQUABILIDADE DO MATERIAL
Sotistatdria
Insatisfatdrio para avaliagdo oncotica devido o:
_ Material acelular ou hipocelular em menos de 10% do esfregago

Sangue em mais de 75% do esfregago
Piocitos em mais de 75% do esfregago
Artefatos de dessecomento em mais de 75% do esfregago
J Contaminantes externos em mais de 75% do esfregaco
Intensa superposicdo celular em mais de 75% do esfregago

Outros

DIAGNOSTICO  DESCRITIVO

| DENTRO DOS LIMITES DA NORMALIDADE, NO MATERIAL EXAMINADO
ALTERACOES CELULARES BENIGNAS REATIVAS OU REPARATIVAS
Inflamaggo
"~ Metaplosia escomosa imatura
Reparagio
_ Atrofia com inflamado
Rodiago

Outros; especificar:

MICROBIOLOGIA

_ Lactobacillus sp
Cocos
Sugestivo de Chlamydia sp

_ Adinomyces sp

(andida sp
Trichomonas vaginalis
Efeito citopdtico compativel com virus do grupo Herpes
Bacilos supracitoplasmdticos (sugestivos de Gardnerella/Mobiluncus)

Outros bacilos

Outros; espedficar: SO e

CELULAS ATIPICAS DE SIGNIFICADO INDETERMINADO
Escomosas: __ Possivelmente no neopldsicas

Ndo se pode ofostar lesao de alto grau

Glandulares: Possivel nao ,l“n

Ndo se pode ofastar lesao de alto grou

De origem indefinida: Possivelmente ndo neopldsicas
Ndo se pode afastar lesdo de alto grou

ATIPIAS EM CELULAS ESCAMOSAS
| Lesdo intra-epitelial de baixo grau (compreendendo efeio citopdtico pelo

HPV e neoplasia intra-epitelial cervical grau 1)

Lesdo intra-epitelial de alto grau (compreendendo neoplasias intro-

epiteliais cervicois graus Il e lll)

Lesdo intra-epitelial de alto grau , ndo podendo exduir micro-invasdo
| Corcinoma epidermaide invasor
ATIPIAS EM CELULAS GLANDULARES

Adenocarcinoma “in sifu”
Adenocarcinoma invasor: Cervical

Endometrial

Sem outras especificaoes

. OUTRAS NEOPLASIAS MALIGNAS:

_ | PRESENGA DE CELULAS ENDOMETRIAIS (NA POS-MENOPAUSA OU ACIMA

DE 40 ANOS, FORA DO PERIODO MENSTRUAL)

Responsdvel pelo resultado
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ANEXO VI

UNIVIRSIDADE
FEDERAL DE JUIZ DE FORA

Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia — Setor de Mlcroblologia -ICB

FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

CasoN° | __ | ||| Data: / / Prontuario | __ | | | || 1| | __|
Nome: Idade (anos):
Endereco: Telefones:

1. Estadocivil: [ ] solteira [ ] casada [ ] outro
Cor: [ ]branca [ ]preta [ ]parda [ ]amarela [ ] outra

Nivel de escolaridade:

Ocupacao profissional:

Vida sexual ativa: [ ] ndo [ ] sim - Parceiros[ ]01 [ ] maisde 01

o v~ w N

Gestante: [ ] ndo [ ] Sim. Idade Gestacional:

7. Antibidticos nos ultimos 30 dias:

Antifangico [ ]1sim [ ] ndo Antibacteriano [ ] sim [ ] ndo Antiprotozoario [ ] sim [ ]ndo

8. Paciente com histdria de candidiase vulvovaginal e recorréncia:

[ 1Segundo episddio - Data episédio anterior / /

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

[ ] Terceiro episddio - Data episddio anterior / /

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

[ ]Outros - Data episddio anterior / /

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

9. Imunossupressdo: [ 1ndo [ ]sim:[ ]terapia imunossupressora [ ] soropositiva

10. Diabetes:[ ] ndo[ ]1sim: [ Jtipol [ ]tipoll
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Campus Universitario s/n, Bairro Martelos — Juiz de Fora/MG — CEP 36036-330. Tel/Fax: (32) 2102-3213

ULNIVIERSIDADE
FEDERAL DE JUIZ DE FORA

Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia — Setor de Microbiologia -ICB

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

nao
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ANEXO VII - Diagndstico laboratorial (Escore de Nugent)

Escore de Nugent

Tipo morfologico Numero de microrganismos/ Pontuacéo
campo

>30 0
Lactobacillus spp. 5-30 1
(Bacilos Gram positivo) 1-4 2
1 3
0 4
Mobiluncus spp. 5 2
(Bacilos Gram negativos curvos) 1-4 1
0 0
Gardnerella vaginalis/Bacteroides sp >30 4
(Bacilos Gram variaveis e Gram 5-30 3
negativos pequenos) 1-4 2
1 1
0 0

Some os pontos obtidos e verifique a interpretacdo

Pontuacao Interpretacao
0-3 Normal
4-6 Intermediério
7-10 Vaginose bacteriana

Fonte: Adaptado de Nugent, Krohn e Hillier (1991).



