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Resumo

A microbiota vaginal é alvo de diversos estudos devido a sua diversidade de
microrganismos. Um dos microrganismos que se podem estabelecer na microbiota
vaginal é o virus do papiloma humano (HPV — Human Papillomavirus) que se estabelece
nas células imaturas do trato genital feminino. Apos a infecao pelo HPV e subsequente
evasao do sistema imune, o virus entra na sua fase de disseminacdo celular e pode
persistir por meses ou até mesmo por anos podendo ocasionar lesoes intraepiteliais de

baixo ou alto grau.

Com este estudo, pretendem-se avaliar os diferentes tipos de microbiota cervical e
identificar as suas caracteristicas no esfregaco de material residual de citologia em meio
liquido, associando com o HPV e com Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,

Trichomonas vaginalis.

Para a realizacao dos ensaios, utilizou-se Xpert HPV que utiliza PCR em tempo real (RT-
PCR) de segunda geracdo para detecdo de infecdo por HPV de alto risco de células
escamosas. Para a identificacdo dos agentes do painel de IST (Infecao Sexualmente
Transmissivel), realizou-se o ensaio de PCR (Polymerase Chain Reaction) em tempo real
utilizando-se o multiplex Allplex™ STI Essentials Assay. Para a confe¢ao das laminas,

realizou-se a técnica de Gram.

Os resultados mostram que a heterogeneidade da microbiota, a quantidade e a
capacidade de formacgdo de biofilmes sdo significativamente maiores em quadros de
vaginose bacteriana. Verificou-se que a Candida sp s6 foi evidenciada na vaginose
bacteriana do tipo 1, sem a presenca de bacilos curvos, sugestivo de Mobiluncus sp.
Verificou-se que o agente Mycoplasma hominis e o HPV de alto risco possuem a maior
percentagem quando sobreposto a presenca de biofilme. O agente Mycoplasma hominis
obteve resultado de 50% quando sobreposto aos parametros de vaginose bacteriana do

tipo 2.

Esses resultados mostram que o HPV de alto risco pode interferir na formacao da
microbiota vaginal assim a vaginose bacteriana possui relacdo com os agentes do painel

de IST em especial o Mycoplasma hominis que representou 65% dos resultados.

Palavras-chave

Microbiota;biofilme;papilomavirus humano
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Abstract

The vaginal microbiota has been widely studied due to its microorganism’s diversity. One
of the microorganisms that can settle the vaginal microbiota is the Human Papilloma
Virus (HPV) infecting immature cells of the female genital tract. After HPV infection and
subsequent evasion of the immune system, the virus can disseminate though the cells,

persisting for months or even years, leading to low or high grade intraepithelial lesions.

This research aims to evaluate different microorganisms on cervical microbiota and
identify its characteristics in the smear of liquid cytology residual material, associating
with HPV and Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma

genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis.

For this purpose, the second generation of real time PCR was assessed through the Xpert
HPV to detect high-risk HPV infection in squamous cells. Also, the real time PCR was
performed by multiplex Allplex™ STI Essentials Assay aiming to identify the agents of
the STI (Sexually Transmitted Infection) panel. The Gram technique was performed to

prepare the slides.

The results showed that the heterogeneity of the microbiota, the amount and capacity of
biofilm formation are significantly greater in bacterial vaginosis. It was identified that
Candida sp was only evidenced in type 1 bacterial vaginosis without the presence of
curved bacilli, suggestive of Mobiluncus sp. The Mycoplasma hominis and high-risk
HPV had the highest percentage report in the presence of biofilm. And the Mycoplasma

hominis reported 50% of findings when overlapping reports of type 2 bacterial vaginosis.

Based on our results, the present study showed that high-risk HPV can interfere with the
vaginal microbiota formation and that bacterial vaginosis has a relationship with the
agents of the STI panel especially Mycoplasma hominis which representing 65% of the
findings.

Keywords

Microbiota;biofilm; human papilloma virus
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Capitulo 1

Introducao

Diversos microrganismos habitam o corpo humano e unem-se para colonizar
microambiente como o gastrointestinal, trato respiratério, vaginal entre outros

(Dethlefsen, McFall-Ngai, and Relman 2007).

13

O termo microbiota foi primeiramente sugerido por Joshua Lerderberg como “a
comunidade ecologica de microrganismos comensais e patogénicos que literalmente

compartilham o espaco do nosso corpo” (Lederberg and McCray 2001).

A microbiota humana é compreendida por microrganismos que incluem bactérias,
fungos, virus e protozoarios, desempenha funcoes essenciais que definem condigoes
fisiologicas, imunologicas e nutricionais, as quais contribuem para a homeostasia do
hospedeiro podendo existir variagoes interindividuais de acordo com o sexo, a idade, a
dieta, os fatores ambientais como o pH, a humidade, a temperatura, a disponibilidade de

nutrientes e estados patogénicos (Eloe-Fadrosh and Rasko 2013).

Desta forma, o papel da microbiota nos processos de satde e da doenca tem recebido
maior atencdo devido a possibilidade de quantificacio e de tipagem desses
microrganismos, bem como do conhecimento da sua capacidade metabolica e funcional
associada ao corpo humano através do uso de técnicas moleculares independentes de
cultivo, o que torna vidvel o conhecimento mais aprofundado dessa diversidade
microbiana, bem como, o desenvolvimento de mecanismos para o entendimento dessa

relacao (Hess et al. 2011).

1.1 Microbiota Vaginal

Datado da década de 1890, Albert Doderlein foi o primeiro cientista a descobrir a
importancia das bactérias produtoras de acido latico na vagina (Mendling 2016; S.
Thomas 1928). Em estudos posteriores, Stanley Thomas cunhou o termo Lactobacillus
acidophilus. Em 1980, Lauer, Helming e Kandler foram capazes de distinguir varias
espécies de Lactobacillus anteriormente denominadas L. acidophilus por hibridacao
(Mendling 2016).

No inicio do século passado, foram feitas as primeiras tentativas de classificar a

microbiota vaginal. Manu af Heurlin caracterizou a microbiota vaginal de criancas, de
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mulheres gravidas e nao gestantes e de mulheres em idade avancada e tentou estabelecer
graus de satide. Robert Schroder foi o primeiro a definir trés tipos de microbiota vaginal
bacteriologicamente diferentes denominados “Reinheitsgrade” (graus de pureza). Otto
Jirovec distinguiu entre seis tipos de microbiota vaginal: normal, anormal, anormal com
muitos leucocitos, gonorreia, tricomoniase, candidose (Jirovec, Peter, and Malek 1948;

Schroder 1921).

Em 1955, Herman Gardner e Charles Dukes descreveram o Haemophilus vaginalis, mais
tarde renomeado como Gardnerella vaginalis como o principal causador da vaginose
bacteriana (VB), o disttirbio mais comum da microbiota vaginal (Gardner and Dukes

1955; Greenwood and Pickett 1980).

No final do século passado, a definicdo até entdo valida de vaginose bacteriana foi
descrita como "uma substituicao de Lactobacilus por grupos caracteristicos de bactérias
acompanhadas por propriedades alteradas do fluido vaginal". Com o advento das
tecnologias moleculares e genéticas, foi necessario reconsiderar a visao e a definicao de
microbiota vaginal normal. Novas bactérias foram descobertas e os conceitos de biofilme

bacteriano e de microbiota vaginal foram introduzidos (Hovelius and Mardh 1984).

A cavidade vaginal serve como um compartimento rico em nutrientes que apresenta uma
microbiota diversa e dindmica que consistem em uma variedade de bactérias que mudam
constantemente ao longo dos diferentes estagios da vida da mulher (Farage and Maibach

2006).

1.1.1 Homeostase da Microbiota Vaginal

Para preservar contra infecoes urogenitais e disbiose, existem mecanismos de protecao
que garantem o saudavel funcionamento da comunidade microbiana vaginal. Como dito
anteriormente, os Lactobacilus sao os agentes maioritarios na microbiota da maioria das
mulheres com microbiota vaginal saudavel (Ma, Forney, and Ravel 2012; Ravel et al.

2011).

A regulacdo do pH vaginal humano é inica quando comparada a outros mamiferos nao
humanos. A microbiota vaginal humana é composta por aproximadamente 70% de
espécies de Lactobacillus, enquanto outros mamiferos tém menos de 1%. Devido a essas
caracteristicas, o pH da vagina humana é muito mais acido (3,8 - 4,5) quando comparado

aos mamiferos nao humanos (5,4-7,8) (Yildirim et al. 2014).

Por outro lado, a auséncia de Lactobacilus vaginais, entre mulheres no menacme, tem
sido associada a varias doencas. Em estudos clinicos anteriores, amostras vaginais

coletadas de mulheres com e sem varias condi¢oes de doenca urogenital foram cultivadas
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usando métodos microbiolégicos padrao para isolar Lactobacilus e foram comparadas
quanto a caracteristicas como a presenca ou a auséncia de Lactobacilus sp.,
especialmente Lactobacilus produtores de peroxido de hidrogénio (H.O.). Verificou-se
que mulheres com falta de Lactobacilus vaginais por cultura vaginal, particularmente
aquelas com amostras vaginais com quantidades relativas reduzidas ou auséncia total de
Lactobacilus produtores de H.O,, corriam um risco aumentado para uma variedade de
condicOes de doencas urogenitais, incluindo vaginose bacteriana, infecao pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV — Human Immunodeficiency Viruses) e Neisseria
gonorrhoeae, assim como colonizacao vaginal por Escherichia coli, a causa mais comum
de infecao do trato urinario em mulheres (Martin et al. 1999; van De Wijgert et al. 2000;

Zheng, Alcorn, and Cohen 1994).
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Figura 1.1 — Agentes do controlo da microbiota vaginal (Adaptado de Zhou, Way, and Chen 2018).

Os mecanismos propostos pelos quais os Lactobacilus podem impedir a colonizacao
vaginal por uropatogénios incluem a exclusio competitiva destes pela adesdo das
espécies de Lactobacillus as células uroepiteliais, a reducao do pH vaginal pela producao
de éacido latico, a producdo de bacteriocinas, surfactantes e outros produtos
antimicrobianos, e, finalmente, a producao de H.O., conforme Figura 1.1 (Boris and

Barbés 2000; Osset et al. 2001).

1.1.2 Situacoes de Descontrolo da Microbiota

Diversas espécies ocupam locais no corpo humano que podem ser afetados pelo estado
fisico do hospedeiro, fatores intrinsecos, estagio do ciclo de vida, niveis hormonais,

respostas imunes, estado nutricional e estado da doenca. A microbiota vaginal assim
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como outras macrobiotas pode ser alterada por fatores externos. No caso da microbiota
vaginal esses fatores s3o especialmente exposicoes ambientais, competicoes
interespécies microbianas e habitos de higiene (Bolton, van der Straten, and Cohen

2008).

Os Lactobacillus sao os mais prevalentes e frequentemente numerosos microrganismos
predominantemente dominantes, de 10 a 100 UFC/g de fluido vaginal em mulheres
saudaveis na pré-menopausa. A lista dos lactobacilos mais encontrados na microbiota
vaginal saudavel é formada por L. iners, L. crispatus, L. gassert, L. jensenii, seguidas por
L. acidophilus, L. fermentum, L. plantarum, L. brevis, L. casei, L. vaginalis, L.

delbrueckii, L. salivarius, L. reuteri e L. rhamnosus (Farage, Miller, and Sobel 2010).

Quando os niveis de estrogénio caem, o contetido de glicogénio no epitélio vaginal
também cai, levando a deplecdo de Lactobacilus. Um nimero decrescente de
Lactobacilus resulta num aumento subsequente do pH vaginal, uma vez que a glicose
nao é convertida em acido latico. Valores altos de pH estao associados ao crescimento de
bactérias patogénicas, particularmente a colonizacao por bactérias entéricas (Cribby,

Taylor, and Reid 2008).

A interacdo entre os integrantes da microbiota vaginal ndo é muito bem descrita pela
literatura. No entanto, é reconhecido que a composicao da microbiota vaginal é variavel
até mesmo de dia para dia, isso em mulheres sem qualquer indica¢ao de infecao. Estudos
prévios que utilizaram culturas vaginais ou esfregacos vaginais mostraram que existe
mudanca significativa da microbiota vaginal de forma transitoria. A fase mais rotineira
para ocorrer essas alteracoes sao a fase do ciclo menstrual da descamacao (menstruacao)
(Cribby, Taylor, and Reid 2008).

Os microrganismos que colonizam o ambiente vaginal tém um importante papel na
prevencao de doencas do hospedeiro, incluindo vaginose bacteriana, infecdo do trato
urinario, vaginite por leveduras e doencas sexualmente transmissiveis, incluindo o HIV

e o papilomavirus humano (HPV — Human Papillomavirus) (Reid and Bocking 2003).

1.2 Papilomavirus Humano - HPV

O Papilomavirus Humano (HPV), um membro da familia Papillomaviridae, é um
pequeno virus de DNA (8kb), nao envolto e de fita dupla como pode ser evidenciado pela
Figura 1.2. A infecao pelo HPV esta associada a uma ampla gama de patologias. O HPV
é o fator etiologico das verrugas cutaneas benignas e da papilomatose respiratoria
juvenil, além de lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL - low-grade

squamous intraepithelial lesions), lesoes intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL -
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high-grade squamous intraepithelial lesions), precursor do cancro e carcinoma invasivo

(Doorbar et al. 2012; Groves and Coleman 2015).

L1 Maior capsideo proteico
L2 Menor capsideo proteico
URR E7

l E1 DNA helicase

E6 Replicagao do DNA viral

L1 E2 Controlo de transcrigcdao
Replicagao de DNA viral
E1 P C

HPV

circular dsDNA E4 Amplificagcdo gendémica
Interagao com o citoesqueleto

=% E5 Amplificagdao gendmica
E2

Proliferagao celular
| E6 Oncoproteinas

E 5 E4 _ )

E7 Evasao viral

URR Regiao regulatéria

Figura 1.2 - Organizacdo do genoma do HPV e funcoes das principais proteinas virais (Adaptado de Ferreira
et al. 2020).

O HPV é o principal agente microbiano responséavel pelo desenvolvimento do cancro do
colo do ttero e também esta relacionado ao carcinoma da vulva, do pénis, do anus e da
orofaringe. O HPV é transmitido por contacto pele a pele ou mucosa com mucosa e entra
no corpo por trauma cutaneo ou mucoso. O HPV infeta células epiteliais por interacao
com recetores de superficie celular, como a integrina a6, que é abundante em células
basais e células estaminais epiteliais. Atualmente mais de 200 tipos de HPV foram

totalmente sequenciados (Egawa et al. 2015).

O HPV ¢ a infecao sexualmente transmissivel (IST) mais comum no mundo. A maioria
das infe¢oes por HPV sdo eliminadas de forma rapida e efetiva pelo hospedeiro. No
entanto, pode haver a presenca do virus, mas sem lesdo detetavel por citologia e por
colposcopia conforme descrito na Figura 1.3. E a infecdio latente. O exame de Papanicolau
(Pap) pode ser normal. Em pessoas imunodeprimidas, pode haver acao viral sobre as
células epiteliais resultando em lesdes, muitas vezes persistentes, em especial com
subtipos HPV de alto risco (HR-HPV — high risk HPV) que podem burlar o sistema

imunitario e levar ao cancro cervical (Bruni et al. 2010).
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Figura 1.3 - Progressdo e persisténcia da infe¢do por HPV. CIN, neoplasia intraepitelial central (central
intraepithelial neoplasia); LSIL, lesbes intraepiteliais escamosas de baixo grau (low-grade squamous
intraepithelial lesions); HSIL, lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau (high-grade squamous
intraepithelial lesions) (Adaptado de Shanmugasundaram and You 2017).

O HPV geralmente tem mecanismos para evitar a sua detecao pelo sistema imune, mas
é eliminado por meio de uma resposta mediada por células. A duragcdo média da infecao
pelo HPV é de 8 meses, podendo variar de acordo com o tipo. Os tipos oncogénicos de
HPV possuem como estimativa 13 meses e, os nao oncogénicos, 8 meses (Giannaki et al.

2013).

Os HPV podem ser classificados em dois grupos, que sdo eles mucosotropicos e
cutaneotropicos. Os HPV sao classificados em duas subcategorias principais,
dependendo do local da infecao primaria. Os HPV alfa geralmente infetam epitélios
genitais e sdo ainda designados como de alto e de baixo risco, dependendo da sua
capacidade de induzir cancro. Os HPV de alto risco, que sdo mais frequentemente
associados a cancro genital maligno, incluem HPV 16, 18, 31, 33 e 45. Pelo contrario, os
HPV de baixo risco, como o HPV 6 e 11, estdo principalmente associados a papilomas
benignos conforme descrito pela Tabela 1.1. Embora mais de duzentos tipos de HPV
tenham sido identificados, dois tipos de alto risco, 0o HPV 16 e 0 HPV 18, sdo responséaveis

por aproximadamente 70% dos casos de cancro cervical (Giannaki et al. 2013).

Tabela 1.1 - Grupos de baixo e de alto risco do HPV (Adaptado de Ferreira et al. 2020).

Grupo Tipo de lesao Tipo de HPV

Alto risco Neoplasia intraepitelial e 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
cancro cervical 51, 52, 56, 68, 73, 82

Baixo risco Neoplasia intraepitelial ou 6, 11, 40, 12, 43, 44, 53,
verrugas genitais 54, 61, 72,73, 81
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1.2.1 Persisténcia da Infecao pelo HPV

O genoma do HPV possui seis genes iniciais (E1, E2, E4, E5, E6 e E7), dois genes tardios
(L1 e L2), juntamente com uma regiao nao codificante. Os genes iniciais E6 e E7 sao
importantes devido o seu papel na inativacao de genes supressores de tumor e de genes
responsaveis pela progressao oncogénica. Os demais genes iniciais desempenham
importantes funcbes na replicacdo viral, manutencdo do genoma viral e regulacao
transcricional. Estes processos mencionados sao de grande importancia para permitir a

persisténcia pela infecao por HPV (McLaughlin-Drubin and Miinger 2009).

Diversos fatores de risco podem impedir a depuracao do HPV. Considera-se que sao
importantes variaveis de risco para infecao e persisténcia viral fatores genéticos e estilo
de vida. Estudos mostram que o consumo de alcool e o tabagismo também sao fatores de
risco para infecdo persistente pelo HPV no trato oral e genital (H. Y. Oh, Kim, Seo, Lee,

et al. 2015; Rositch et al. 2013).

De entre as caracteristicas genéticas que se associam com uma predisposicao a
persisténcia de infecao pelo HPV, o antigeno leucocitario humano (HLA), por possuir
alelos que parecem ser menos eficientes na eliminacdo do virus, leva ao agravamento do

quadro podendo evoluir para um cancro cervical (Wank and Thomssen 1991).

Estudos sugerem que a persisténcia na infecdo pelo HPV esta relacionada com a
coinfecdo de tipos diferentes de HPV, mas até o momento nao foi tragada uma relagio

direta da coinfecao com a persisténcia da infecao (K. K. Thomas et al. 2000).

Além disso, verificou-se que variantes dentro do tipo especifico de HPV também podem
se associar a infecao persistente. Por exemplo recentemente descobriu-se que trés das
seis variantes do HPV 16 E6 estavam associadas a infecao persistente; além disso, das
nove variantes do HPV 16 E2, duas estavam ligadas a infecao persistente. Embora nao
esteja claro no momento como essas mutacoes afetam a persisténcia do HPV, foi
proposto que elas podem estar ligadas a capacidade do virus de escapar do sistema

imunoloégico (Zhang et al. 2015).

Na infecdo persistente por HPV, pode haver um ambiente singular de instabilidade
gendémica que aumenta a probabilidade de integracao do genoma viral com o genoma
humano. Em aproximadamente 75% das amostras de células colhidas em bidpsias de
carcinoma cervical, tem o material genético do HPV16 integrado ao genoma do
hospedeiro. No entanto, a presenca de carcinomas com apenas HPV epissomal e sem
integracdo detetavel do HPV implica que a progressdo para carcinoma nao requer
integracdo do genoma do papilomavirus. No entanto, é interessante notar que a

expressao genica e os padroes de metilacio do DNA diferem entre os cancros com
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genomas de HPV integrados e nao integrados, sugerindo que mecanismos oncogénicos

distintos podem desempenhar um papel em cada cenario (Parfenov et al. 2014).

1.2.2 Ciclo do Papilomavirus Humano — HPV

O HPV infeta células da parte basal do tecido epitelial, chamadas células tronco basal,
essas células tém processo de divisdo celular ativa. A camada basal é protegida por
diversas camadas de células diferenciadas, sendo necessario microferimentos para que
o virus chegue a essas células basais (Burd and Dean 2016). Outra possibilidade de
infecdo pelo virus seria em células de alta atividade mitética, como as células
metaplasicas de reparo. Também as células juncionais descritas por Herfs e
colaboradores (2012) sdo células que podem ser infetadas e afetadas pelo virus com

possibilidade de lesao intraepitelial e carcinoma (Herfs et al. 2012; Richards et al. 2006).

O reconhecimento de L1 da-se na superficie da célula, comeca uma cascata de
modificacOes estruturais que sao necessarias para a endocitose do virido. Enquanto o
HPV se desloca ao longo da via endossémica, L1 se desliga do genoma viral e L2 orquestra

a saida viral dos endossomos (Richards et al. 2006).

Durante o rompimento do envelope nuclear na mitose, os complexos de DNA viral de L2
sao doados ao nucleo. Posteriormente a entrada nuclear, a transcricio prematura do
virus € iniciada com a devida expressao das proteinas iniciais E1 e E2 que sao fatores
fundamentais para a replicacio do DNA viral, pois essas proteinas sdo as recrutadoras
da replicacdo do DNA celular (Aydin et al. 2014). Além do exposto anteriormente, o E2
é critico para a transcricdo uma vez que possui atividade regulatéria de Splicing que
controlam o processamento do pré-mRNA viral. E1, E2, E6 e E7 sdo as proteinas mais
precoces e sdo encontradas nas camadas basais do epitélio, enquanto E5 e E4 s6
comecam a ser detetadas nas camadas supra basais como pode ser ilustrado em Figura

1.4. (Graham 2017; Graham and Faizo 2017).
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Figura 1.4 - Ciclo viral (Adaptado de Bordignon et al. 2017).

Estudos tem mostrado a existéncia de trés fases de replicacao do ciclo viral, fases essas
denominadas de amplificacdo inicial, replicacio de manutencdo e amplificacio

vegetativa (Graham 2017; Kadaja et al. 2009; McBride 2008).

A replicacdo tem inicio na regido regulatéria (URR), ocasionando um aumento abrupto,
mas de forma transitéria das copias do genoma viral. Posteriormente, o DNA viral é
mantido de forma estavel em baixos nimeros de copias durante a divisao celular basal.
Isto é conseguido através do estabelecimento de epissomas estaveis em regides
especificas do nucleo. E2 é entao responsavel por amarrar o genoma viral para hospedar
a cromatina, garantindo assim a sua particdo bem sucedida em quantidades iguais na

divisdo celular (McBride 2008).

Epitélio normal Neoplasia intraepitelial cervical Progressao do cancro

Figura 1.5 - Progressao citolégica e molecular do HPV (Adaptado de Ferreira et al. 2020).
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A infecdo pelo HPV pode ficar de forma latente por longos periodos, existem descri¢oes
de laténcias que variam de anos a décadas conforme ilustrado na Figura 1.5. Existem
inameros fatores que podem prolongar ou encurtar esse periodo, a progressao da infecao
se da através da mudanca da manutencao do genoma para a replicacdo viral vegetativa,

levando assim a producao ativa de virido (Graham 2017; Harden and Munger 2017).

Nos epitélios nao infetados, as células presentes na camada basal perdem o contacto com
a membrana basal e, assim, param a divisao celular. Como consequéncia, inicia-se o
processo de diferenciacdo destas células, resultando na perda da sua capacidade

proliferativa. (Pyeon et al. 2009).

No entanto, como o HPV ¢é altamente dependente do mecanismo das células hospedeiras
para replicacdo e traducdo do genoma viral, ele evoluiu para realizar o seu ciclo de
replicacdo em conjunto com a diferenciacao epitelial, juntamente com a expressao do
gene viral. As células infetadas pelo HPV mantém a sua capacidade de diferenciacao e
sao capazes de se mover para as camadas epiteliais superiores. Os mecanismos que
atuam nessa situacdo de reprogramacao nao sdo bem descritos, mas os oncogenes
codificados por virus parecem ter um papel importante nesse processo. Além disso, a
amplificacdo vegetativa esti associada a um aumento do nimero de copias do genoma
do HPV e também é seguida pela expressao das proteinas estruturais L1 e L2 (Graham

2017).

Nas células infetadas da camada superior do epitélio ocorre a montagem do virido, que
tem seu inicio no nicleo, onde da-se o empacotamento do capsideo e do genoma. Como
o HPV é um virus nao litico, os virides sao apenas ejetados quando as células que contem

o virus chegam as camadas mais superficiais do epitélio (Graham 2017).

A interferéncia do HPV no ciclo celular que estd associado a oncogénese se da
essencialmente por duas vias. As vias Rb e p53 sdo interrompidas pelas oncoproteinas
E7 e E6 do papilomavirus humano (HPV), respetivamente. A proteina HPV E7 liga-se a
Rb com alta afinidade, interrompendo a sua interacdo com o fator de transcricio E2F.
Isso resulta na liberacao e ativacao de E2F, estimulando a expressao de genes da fase S e
a progressao do ciclo celular. O P16INK4A é um inibidor da cinase dependente de ciclina
que regula o ciclo celular ao desativar as cinases dependentes de ciclina envolvidas na
fosforilagdo de Rb. A regulagdo positiva de P16INK4A é induzida pela rutura de E7
mediada por HPV, levando ao acimulo de P16INK4A em células transformadas por
HPV. A proteina HPV E6 inibe a apoptose visando a proteina supressora de tumor, p53,

para degradacao Como é descrito na Figura 1.6. A inibicao do p53 pelo HPV E6 promove
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a proliferacio celular e pode levar a instabilidade gen6mica e ao acimulo de mutacGes

somaticas (Litwin et al. 2017).
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Figura 1.6 - Cascata intracelular das proteinas E6 e E7 do HPV (Adaptado de Litwin et al. 2017).

1.3 Lesoes de Baixo e de Alto Grau

1.3.1 Epitélio Escamoso do Colo Uterino

O epitélio do trato genital é constituido por diversas camadas e niveis de maturacao, cada
camada consegue ser bem definida pela observacgao das células que as constitui e também

pelo seu grau de maturacao (Carmichael and Jeaffreson 1939).

As células basais sao pequeninas e indiferenciadas e medem aproximadamente de 10 a
12um de didmetro. As células parabasais medem entre 15 e 30um, o nucleo € vesicular
com a cromatina finamente granular ocupando quase todo o citoplasma que € cianofilico.
As células intermediarias tém entre 35 e 50um e sao menores do que as superficiais e
maiores do que as parabasais. O nucleo é redondo ou oval, do tamanho aproximado de
uma hemacia, com membrana nuclear lisa, cromatina fina e uniforme, citoplasma
poligonal e cianofilico, raras vezes eosinofilico. As células superficiais sdo as células mais
diferenciadas do epitélio escamoso nao queratinizado. O seu diametro varia de 45 a
5oum, o seu ndcleo é pequeno e picndtico, e o seu citoplasma possui coloracao mais
eosinofilica do que acidofilica (Carmichael and Jeaffreson 1939; Gupta and Sodhani

2000; Payandeh and Koss 2003).
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Um dos exames mais especificos e de facil detecdo para lesdes pré-cancerosas e
cancerosas € a citologia cérvico-uterina, que consegue detetar e prevenir um cancro
invasivo com anos de antecedéncia, essa prevencao ocorre, pois é identificado lesoes
precursoras. Atualmente o surgimento de cancro no trato genital esta associado a infecao

por um ou mais dos 15 tipos de HPV oncogénico (Leroy and Boman 2003).

1.3.2 Lesao Intraepitelial Escamosa

A lesao intraepitelial escamosa aglomera o espectro de anormalidade nao invasiva,
associado ao HPV, tendo uma variacao que se estende de alteracoes celulares que sdao de
infecdo transitéria por HPV até alteracoes celulares sugestiva de lesdes de alto grau,
consideradas precursoras do cancro escamoso invasivo. No sistema de Bethesda essa
divisdo abrange as categorias de: Lesdo Intraepitelial de Baixo Grau (LSIL) e Lesao
Intraepitelial de Alto Grau (HSIL). As LSIL compreendem efeito citopatico do HPV
(coilocitose), displasia leve ou neoplasia intraepitelial cervical (NIC 1) e as HSIL
abrangem displasia moderada, grave e carcinoma in situ ou NIC 2,3 como € evidenciado

pela tabela 1.2. (Solomon et al. 2002; Solomon and Nayar 2004).

Tabela 1.2 — Classificagdo dos diferentes sistemas de classificagdo de anormalidades escamosa da citologia
cervical (Adaptado de Vooijs, Bulten, and Erp 2008).

Papanicolau Displasia Nic Bethesda
Classe 1 Displasia leve Nic 1 Atipia em células
escamosas

Lesao intraepitelial

Classe 2 Displasia leve Nic 1 Atipia em células
escamosas

Lesao intraepitelial

Classe 3 Displasia Nic 2 Lesao intraepitelial
moderada/ severa de alto grau (HSIL)
Classe 4 Carcinoma in situ  Nic 3 Lesao intraepitelial
de alto grau (HSIL)
Classe 5 Carcinoma Carcinoma Lesao intraepitelial
de alto grau (HSIL)

Carcinoma
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1.3.3 Lesao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL)

As lesOes intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL) sao consideradas como lesao
menor e sao encontradas em 2% de todas as amostras de exame de Papanicolau, estando
associadas a tipos de HPV de baixo e alto risco como ilustrado na Figura 1.7 (E. Cibas

and Ducatman 2009).

Os critérios morfologicos para diferenciacao da coilocitose de uma displasia leve ou NIC
1 mudam de acordo com os pesquisadores e nao tém significado clinico. Ambas as lesoes
tém em comum, tipos de HPV similares, sendo o comportamento biologico e tratamento
clinico igual, dando assim uma denominacao comum de LSIL (Wright, Kurman, and

Ferenczy 2002).
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Figura 1.7 - Lesao Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau. A seta indica um nucleo hipercromatico (Pires
2009).

1.3.4 Lesoes Intraepiteliais Escamosas de Alto Grau (HSIL)

As lesOes epiteliais escamosas de alto grau (HSIL) possuem um grande poder de
reestruturacao do epitélio, que leva a uma variacdo nas caracteristicas citoplasmaticas,
tamanho celular e graus de alteracao do nucleo, podendo variar nas caracteristicas
citoplasmaticas, tamanhos celulares e alterac6es nucleares como pode ser visualizado na

figura 1.8. (Koss 2006).

As lesoes de baixo grau sao transitorias e a maior parte regride ao normal em curto
periodo, enquanto a lesao de alto grau tem probabilidade muito maior de progredir para
uma neoplasia invasiva, embora algumas também possam regredir ou persistir

(Schiffman et al. 2007).
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As alteracgOes citologicas ocorrem em células menores e menos maduras do que as
encontradas na LSIL, ocorrendo o achado em células isoladas ou em agregados do tipo

sincicial (Schiffman et al. 2007).

Figura 1.8 - Lesao intraepitelial escamosa do tipo de alto grau (Adaptado de Cibas and Al 2009).

O tamanho celular é do tipo basal bem pequena, a hipercromasia do nicleo é seguida por
variacbes no tamanho e forma nuclear, a variacdo no tamanho das células é mais
proeminente do que na LSIL, mas a area do citoplasma encontra-se diminuida levando
auma elevacao da relacio nicleo citoplasma, a cromatina tem um aspeto que pode variar
entre finamente e espessamento granular e com distribuicdo regular o contorno da
membrana nuclear é bastante irregular e frequentemente mostra entalhes proeminentes

ou sulcos (Schiffman et al. 2007).

1.4 Biofilme

O biofilme é um aglomerado tridimensional de bactérias com complexa arquitetura que
se forma em superficies e é envolto por uma rede de polissacarideos hidratados,
proteinas e materiais genéticos dos componentes do biofilme. Com a persisténcia
bacteriana, ocorre aumento da resisténcia aos antibioticos e esse facto pode ser
frequentemente atribuido a formacao do biofilme em tecidos vivos ou implantes no seu

hospedeiro (Dufour, Leung, and Lévesque 2012).

A prevaléncia de infecio mediada por biofilme é muito rapida e é observada em
periodontite, endocardite, osteomielite e infecoes do trato urinario (Dufour, Leung, and

Lévesque 2012; Nandakumar et al. 2012).

As bactérias do biofilme sao altamente resistentes a antibioticoterapia devido & matriz

de exopolissacarideos (EPS) que fornece ancoragem e suporte, e as tornam menos
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suscetiveis a esses agentes terapéuticos. Os medicamentos atuam efetivamente em
bactérias de flutuacdo livre que sdo destacadas do biofilme, mas nao naquelas
incorporadas na matriz, levando a recorréncia da infecdo. A falha da terapia
antimicrobiana, em geral é atribuida aos altos niveis de bactérias resistentes a
medicamentos incorporados no biofilme. Mesmo uma bactéria séssil altamente sensivel,
sem nenhuma constituicdo genética inerente a resisténcia a antibioticos, desenvolve
1000 vezes mais resisténcia quando incorporada num biofilme. O motivo da resisténcia

pode ser atribuido a varios fatores (Stewart and Costerton 2001).

O processo de formacao do biofilme da-se em quatro passos que sao eles, (I) ligacao
inicial de micrébios a uma superficie ou outra, (II) formacdo de microcolonias, (IIT)

maturacao do biofilme e (IV) dispersao do biofilme (Stewart and Costerton 2001).

Os diferentes estagios do biofilme incluem fisiologia bacteriana e respostas fenotipicas
sugestivas da existéncia de uma biologia tnica de biofilme que nao é encontrada para

bactérias planctonicas (Stewart and Costerton 2001).

A mudanca do estilo de vida bacteriano planctonico solitario para o estilo de vida
biofilme comum envolve uma mudanca nas bactérias, de modo que iniciam a producao
de adesinas e compostos da matriz extracelular que os interconectam no biofilme como
descrito pela figura 1.9. A matriz extracelular de biofilme serve como um andaime que
possui uma funcao essencial de conexao célula a célula em biofilmes e desempenha um
papel em varios processos, incluindo fixacao celular, interacoes células a célula e

tolerancia antimicrobiana (Friedman and Kolter 2004; Whitchurch et al. 2002).
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Figura 1.9 - Diagrama ilustrativo das etapas de formac¢ao de um biofilme (Adaptado de Rickard et al. 2003).
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Diversas bactérias podem crescer na presenca de agentes microbianos bactericidas ou
bacteriostatico numa concentracdo que normalmente seria inibitéria ao crescimento

(Cox and Wright 2013).

A resisténcia é tipicamente medida em culturas planctonicas usando a concentracao
inibitoria minima (CIM), que é a menor concentracao do agente microbiano que inibe o
crescimento do microrganismo como pode ser exemplificado pela figura 1.10. (Cox and

Wright 2013).

Frequentemente a resisténcia é considera e atribuida a mutagdes ou trocas de elementos
genéticos da resisténcia a antibidticos (resisténcia adquirida), embora a resisténcia
também possa ser intrinseca, portanto, dependente de genes do tipo selvagem e

propriedades inatas da célula (Cox and Wright 2013).

TLTTELEERE
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Figura 1.10 — Representacdo esquematica do teste de macrodilui¢do em tubo, apés a inoculagio e incubagao
(Adaptado de Murray and Baron 2003).

Diversos tipos de defesa sdo utilizados pelas bactérias e isso ndo seria diferente na
presenca do biofilme, as bactérias mais externas do biofilme continuam de forma
ininterrupta a sua atividade contra as a¢coes dos antibioticos. Diversas a¢oes sao tomadas,
mas de forma direta sera exposto quatro formas de acao contra os farmacos, que sao elas,
alteracao da permeabilidade, alteracao do sitio de acdo, bomba de efluxo e mecanismos

enzimaticos como pode ser ilustrado pela figura 1.11. (Lewis 2008).

[ MECANISMO ENZIMATICO |

resisténcia

ATM = antimicrobiano DNA bacteriano [ALTERACAO DO SiTIO DE ACAO]|

Figura 1.11 - Métodos de defesa utilizado pelas bactérias contra os farmacos (Adaptado de Peterson and Kaur
2018).
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1.5 Relacao do HPV com a Microbiota Local e Seus Efeitos

Com o advento da vacinagao contra o HPV, ocorreu uma reducao importante no nimero
de casos nos paises desenvolvidos, mas o cancro de colo de ttero ainda persiste entre os
cancros mais comuns, sendo atualmente o quarto mais relatado nas mulheres (Bray et

al. 2018; Carter, Ding, and Rose 2011).

Apoés a infecdo pelo HPV, a formacao neoplasica nao progride de maneira uniforme,
displasia pré-cancerosa pode regredir sem tratamento por motivos incertos. Com a
persisténcia de infecdo ocorre um evento que ainda nao foi bem desenhado, o sistema
imune local é suprimido e a resposta celular é dificultada assim como a eliminacao e a
destruicao das células anormais sao diminuidas (Bray et al. 2018; Carter, Ding, and Rose

2011).

O HPV suprime a producio de citocinas de forma severa, o que leva a alteracao da

dinamica microbiana local (Moerman-Herzog and Nakagawa 2015).

Diversos grupos de estudo tém demonstrado que existe uma forte associa¢ao entre os
mediadores imunitarios do sistema genital com a variacao numérica de Lactobacillus na

carcinogénese cervical (Karim et al. 2013).

Mudancas ambientais severas ou disbiose podem alterar a microbiota dominada por
Lactobacillus associada a saude para comunidades anaerobias e microaerofilicas

complexas na vaginose bacteriana (BV) (Laniewski et al. 2018).

Além disso, alteracdes na fisiologia celular causada por infecdo por HPV e doenca
neoplasica podem transformar a dinamica do microambiente cervicovaginal. Como tal,
as secrecoes das células cancerigenas, bem como os produtos de fermentacao
microbiana, poderiam modular o microambiente e afetar o metabolismo hospedeiro e

microbiano (Srinivasan et al. 2015).

A composicao da microbiota vaginal e a persisténcia pelo HPV vém sendo estudado para
entender a relacao intima que se desenvolve para a progressao da infecao, estudos vem
a sugerir que a microbiota que possui maiores niveis de L. gasseri estao associados a
uma eliminacdo mais precoce da infecao aguda proveniente do HPV (Heiden, Cantley,

and Thompson 2009).

A presenca de lesoes teciduais estdo associadas a presenca de vaginose bacteriana e a
diminuicao da abundancia relativa de Lactobacilus sp. Foi observado que na literatura
existe uma relagao entre a diversidade da microbiota local e a persisténcia do HPV assim

como uma possibilidade maior de desenvolvimento de lesdes epiteliais. Mulheres com
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negatividade para o HPV possuem uma percentagem menor de desenvolvimento de
lesao. A particao de L. iners e Lactobacillus sp. apresentaram niveis mais altos de HSIL
quando comparados aqueles com diversas taxas nao classificadas de Lactobacillus, L.
iners, Bifidobacteriaceae, Clostridiales e Allobaculum (Audirac-Chalifour et al. 2016;
Brotman et al. 2018; A Mitra et al. 2015; H. Y. Oh, Kim, Seo, Kong, et al. 2015;
Piyathilake et al. 2016).
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Capitulo 2

Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar tipos diferentes de microbiota cervical e
caracteristicas identificadas no esfregaco de material residual de citologia em meio
liquido e associacdo com HPV e Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,

Trichomonas vaginalis.

2.2 Objetivos Especificos

— Avaliar a prevaléncia de tipo de microbiota utilizando escore de Nugent em

material residual de citologia em meio liquido de mulheres com e sem sintomas;

— Estudar as caracteristicas dos esfregacos corados por Gram, como presenca de
células imaturas, de células inflamatorias, de citolise, de heterogeneidade e
quantidade de morfotipos bacterianos e capacidade de formar biofilme conforme

o tipo de microbiota;

— Avaliar a presenca de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,
Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano (com genotipagem) por reacao

em cadeia de polimerase conforme o tipo de microbiota;

— Avaliar a presenca de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,
Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano por reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real conforme a heterogeneidade dos morfotipos

bacterianos estudados em esfregacos cervicais corados por técnica de Gram,;

— Avaliar a presenca de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,
Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano por reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real conforme a quantidade dos morfotipos bacterianos

estudados em esfregacos cervicais corados por técnica de Gram,;
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Avaliar a presenca de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,
Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano por reacio em cadeia de
polimerase em tempo real conforme a identificacio de morfotipos formando

biofilmes em esfregacos cervicais corados por técnica de Gram;

Avaliar a presenca de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,
Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano por reacio em cadeia de
polimerase em tempo real conforme a o tipo de vaginose bacteriana (VB). VB1

sem bacilos curvos, VB2 com bacilos curvos.
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Capitulo 3

Materiais e Metodologia

3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos

e Centrifuga, rotina 420, hettich;

e Microscopio, MshOt;

o multiplex Allplex™ STI Essentials Assay, Seegene;
e Xpert HPV, Ceiphed;

3.1.2 Materiais
e Cubetas;
e Delimitador;
e Laminas de microscopia;
e Laminulas de microscopia;
e Oleo de imersao de microscopia;
e Pipetas volume variavel;

e SurePath liquid-based Pap test, BD;

3.1.3 Reagentes
e Alcool absoluto, Itaja;
e Fuscina (1%), Laborclin;
e Lugol (5%), Laborclin;

e Violeta de genciana (1%), Laborclin.

3.2 Metodologia

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Centro Universitario Christus
(Unichristus), atendendo a Resolucao 510 de 07 de abril de 2016, com Certificado de

Apresentacdo para Apreciacio Etica (CAAE) n°® 24071519.9.0000.5049.
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3.2.1 Localizacao do Estudo

As amostras foram recolhidas em diversos consultérios ginecologicos que possuem
convénio estabelecido com o laboratério Professor Doutor Eleutério da Costa. Todas as
amostras moleculares do devido estudo foram realizadas no laboratério supracitado
(exceto a analise de RT-PCR (PCR em tempo real) do painel de Infecdo Sexualmente
Transmissivel (IST). As leituras assim como a confecdo das laminas pelo método de

Gram foram realizadas no laboratério anteriormente citado.

3.2.2 Critérios para Selecao de Pacientes
Os pacientes participantes desta investigacao foram escolhidos respeitando os critérios
preestabelecidos, onde sao delimitados aos pacientes dentro das suas atuais condi¢oes

de satide assim como condi¢oes do material recolhido.

3.2.3 Critérios de Inclusao de Pacientes

Serao incluidas amostras em meio liquido de citologia de colo uterino dos arquivos do
laboratorio Professor Doutor Eleutério da Costa com material suficiente para confecao
de novos esfregacos para coloracio por Gram e que tenham sido submetidos a

investigacdo por RT-PCR para o Papilomavirus Humano (HPV).

3.2.4 Critério de Exclusao de Pacientes
Serao excluidas amostras oriundas de gestantes, imunodeprimidas, pacientes em uso de
quimioterapia ou imunoterapia e casos com material insuficiente para confecio de

esfregaco.

3.3 Métodos de Analise do Material

3.3.1 Detecao do Papilomavirus Humano - HPV

Técnica utilizada para identificacao do subtipo do HPV. As amostras foram agitadas por
varios segundos e o volume total de 1 ml de suspensao de pellets enriquecidos dos frascos
de coleta SurePath foi colocado no cartucho Xpert HPV e posteriormente carregado no
instrumento Cepheid Xpert Diagnosis (figura 3.1) que usa uma RT-PCR de segunda
geracdo para detecdo de infecdo por HPV de alto risco em células escamosas atipicas

cervicais de significado indeterminado.

46



GeneXpert IV

Figura 3.1 — Maquina GeneXpert utilizada para detecdo do HPV (Adaptado de Cepheid 2020).

3.3.2 PCR em Tempo Real para o Painel de Infecio Sexualmente
Transmissivel

O painel de IST é composto por seis microrganismos que sao eles: Trichomonas
vaginalis, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium. O devido exame é realizado utilizando
a mesma amostra de meio liquido SurePath que é utilizada para o HPV no exame
anterior. O exame foi realizado utilizando o ensaio de RT-PCR multiplex Allplex™ STI
Essentials Assay (figura 3.2 e 3.3) que possui a capacidade de analisar 7 patégenos
simultaneamente (sendo utilizado apenas 6 para o presente estudo), que sdo os

principais patogenos de infe¢oes sexualmente transmissivel.

¥ FAM " 400 | UuU 1000
[ HEX 300 750
[ CalRed 610 2001 Ct 34.37 500
[ Quasar 670 s : 250
0r— — 0
) C ) 30 40 ) C x &
< | -
[ rfam = 400 =000 o
[ HEX 300 } 750 +
¥] Cal Red 610 200 00
S 100 | Ct33.08
[ Quasar670 25¢ ‘
0 0 —
0 10 2 0 20 0 0 20 30 40

Cycles Cycles

Figura 3.2 - Exemplificagao de resultados obtidos do painel de IST (Adaptado de Seegene Brazil 2019).
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Figura 3.3 - Exemplificacao do software utilizado para a obtencao dos resultados da pesquisa do painel de
IST (Adaptado de Seegene Brazil 2019).

3.3.3 Técnica de Gram

Apds o recebimento da amostra conservada em meio liquido SurePath é realizada uma
centrifugacao por dez minutos a 2500 rpm, apoés utilizacao da centrifuga o sobrenadante
deve ser descartado e em seguida o material deve ser recomposto com 4 ml de liquido
preservante, em seguida com uma pipeta de 800 pul deve-se realizar seis a oito sucgoes e
libertacao do material para que o mesmo seja homogeneizado, apos passo descrito deve-
se liberar 800 pl do material na lamina, onde a mesma ja esta equipada pelos
delimitadores, em seguida deve ser adicionado alcool absoluto por dois minutos e o
devido passo deve ser realizado trés vezes seguidas com o intuito de fixar o material na
lamina, em seguida deve ser retirado os delimitadores e observar se houve a aderéncia
do material a lamina em seguida deve ser executado a coloracao de Gram, que sera

descrita posteriormente.

Mergulhar a lamina por 1 minuto na cubeta contendo violeta de genciana; lavar
a lamina em agua; colocar a lamina na cubeta contendo Lugol e deixar por 1 minuto;
lavar alamina em 4gua; introduzir a laimina em uma cubeta contendo alcool absoluto por
15 segundos; introduzir a lamina em uma cubeta contendo fuscina e deixar por 30

segundos.
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Capitulo 4

Resultados

Foram estudados 179 esfregacos corados por Gram de mulheres com idade média de 36
anos no laboratério Professor Doutor Eleutério da Costa que se submeteram
simultaneamente a pesquisa e genotipagem de HPV por PCR em tempo real (RT-PCR) e
pesquisa por RT-PCR de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma

genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e Trichomonas vaginalis.

Os casos foram divididos conforme o escore de Nugent aplicado a esfregacos corados
pelo método de Gram, em microbiota cervical normal (escores de 0 a 3): 100 casos
(55,86%) descrito na figura 4.1 A; microbiota intermediaria (escore de 4 a 6): 51 casos
(28,5%) descrito na figura 4.1 B e sugestivo de disbiose (escore de 7 a 10): 28 casos

(15,64%) descrito na figura 4.1 Ce D.

No grupo de microbiota normal foi identificado morfotipo de Candida sp em 5 casos
(5%). O mesmo foi observado em 4 casos (7,8%) no grupo intermediario e em 4 casos
(14,3%) no grupo de disbiose ou vaginose bacteriana (VB). Neste tltimo grupo a presenca
de Candida sp ocorreu apenas no tipo 1 de VB, ou seja, sem identificacao de bacilos
curvos Gram negativos (sugestivos de Mobiluncus sp). Este morfotipo bacteriano foi
identificado em 8 casos de VB (28,6%).

Estudo das caracteristicas dos esfregacos corados por Gram em casos de normalidade,

microbiota intermediaria e vaginose bacteriana (VB) é mostrado na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Estudo das caracteristicas dos esfregacos corados por Gram, como presenca de células imaturas,
de células inflamatérias, de citélise, de heterogeneidade e quantidade de morfotipos bacterianos e
capacidade de formar biofilme, em casos categorizados pelo escore de Nugent como de normalidade (0 a 3),
microbiota intermediéria (4 a 6) e vaginose bacteriana (VB) (7 a 10).

Normal Intermediaria VB

(escore0ag) (escore4a6) (escore?7a10) p*
Células imaturas 12 (12%) 6 (11,76%) 0 ns
Células
inflamatoérias
ausente 47 (47%) 20 (39,2%) 10 (35,71%) ns
poucas 38 (38%) 22 (43,14%) 11 (39,290%) ns
moderada/intensa 15 (15%) 9 (17,65%) 7(25%) ns
Citdlise 10 (10%) 1(1,96%) 0 ns
Heterogeneidade
Baixa 6 (6%) 8 (15,69%) 0 ns
Moderada 73 (73%) 32 (62,75%) 7(25%) < 0,0001
Grande 21 (21%) 11 (21,57%) 21 (75%) < 0,0001
Quantidade
Escassa/pouca 44 (44%) 36 (70,59%) 3 (10,71%) 0,0009
Moderada/Alta 56 (56%) 15 (29,41%) 25 (89,29%)
Biofilme 8 (8%) 5(9,8%) 19 (67,86%) <0,0001

* teste exato de Fisher para intervalo de confianca de 95%.

Observe que a heterogeneidade da microbiota, a quantidade e capacidade de formacao

de biofilmes sdo significativamente maiores em quadros de VB.
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Figura 4.1 — A) Exemplo de escore de Nugent 0 a 3 (normal) (Gram 1000x); B) Exemplo de escore de Nugent
4 a 6 (intermediaria) (Gram 1000x); C) Exemplo de escore de Nugent 7 a 10 (vaginose bacteriana). Neste
caso tipo 1 (Gram 1000x); D) Exemplo de vaginose bacteriana (escore de Nugent 7 a 10) tipo 2, onde de
observam os bacilos curvos Gram negativos (Gram 1000x).

A pesquisa de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis e
Papilomavirus humano (com genotipagem) por RT-PCR em casos de normalidade
ilustrado na figura 4.2, microbiota intermediaria descrito na Figura 4.3 e vaginose

bacteriana (VB) é demonstrada na Tabela 4.2 e na Figura 4.4.
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Tabela 4.2 — Pesquisa de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano (com
genotipagem) por reacdo em cadeia de polimerase em tempo real em casos de normalidade, microbiota
intermediaria e vaginose bacteriana (VB).

Intermediéria (n = VB (n=

Normal (n = 100) 51) 28) p*
Chlamydia trachomatis o) o) 1(3,57%) ns
Neisseria gonorrhoeae 0
Mycoplasma genitalium 0]

<

Mycoplasma hominis 0] 7 (25%) 0,0001
Ureaplasma urealyticum 1(1%) 2(3,9%) 1(3,57%) ns
Trichomonas vaginalis 0]
HPV
16 2 (2%) ns
18/45 3(3%) 1(3,57%) ns
AR 13 (13%) 5(9,8%) 3 (10,71%) ns
ARe 16 1(3,9%)
AR e 18/45 1(3,57%) ns

* teste exato de Fisher para intervalo de confianca de 95%.
VB: vaginose bacteriana; HPV: Papilomavirus humano; AR: alto risco; M. hominis foi o Gnico agente
significativamente mais observado em casos de vaginose bacteriana.
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Figura 4.2 — Identificacdo de morfotipo de Candida sp em caso de microbiota considerada normal pelo
escore de Nugent (0 a3) (Gram 1000x).

Figura 4.3 — Identificagdo de morfotipo de Candida sp em caso de microbiota considerada intermediéria
pelo escore de Nugent (4 a 6) (Gram 1000x).

Figura 4.4 — Identificacio de morfotipo de Candida sp em caso de microbiota considerada vaginose
bacteriana pelo escore de Nugent (7 a 10) (Gram 1000x).
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A pesquisa de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis e
Papilomavirus humano (com genotipagem) por reacdo em cadeia de polimerase em
tempo real conforme a heterogeneidade dos morfotipos bacterianos estudados em

esfregacos cervicais corados por técnica de Gram é demonstrada na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Pesquisa de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano por
reagdo em cadeia de polimerase em tempo real conforme a heterogeneidade dos morfotipos bacterianos
estudos em esfregacos cervicais corados por técnica de Gram.

HETEROGENEIDADE DE MORFOTIPOS BACTERIANOS

MODERADA (n =

BAIXA(n=14) 112) ALTA(n=53) p*
Chlamydia Trachomatis - 1(0,89%) 2(3,77%) ns
Neisseria Gonorrhoeae - - -
Mycoplasma Genitalium - - -
Mycoplasma Hominis - 2 (1,78%) 5(9,43%) ns
Ureaplasma Urealyticum 1 (7,1%) 1(0,89%) 2(3,77%) ns
Trichomonas Vaginalis - - -
HPV
16 - 2 (1,78%) - ns
18/45 - 4 (3,57%) -

10

AR 1(7,1%) 10 (8,93%) (18,87%) ns
ARe16 1(7,1%) - -
AR e 18/45 - 1(0,89%) 1(1,89%) ns

* teste exato de Fisher para intervalo de confianca de 95%.

VB: vaginose bacteriana; HPV: Papilomavirus humano; AR: alto risco

A pesquisa de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma

genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis e
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Papilomavirus humano (com genotipagem) por reacdo em cadeia de polimerase em
tempo real conforme a quantidade dos morfotipos bacterianos estudos em esfregacos

cervicais corados por técnica de Gram é demonstrado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Pesquisa de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano por
reagdo em cadeia de polimerase em tempo real conforme a quantidade dos morfotipos bacterianos estudos
em esfregacos cervicais corados por técnica de Gram.

Quantidade

Escassa/baixa (n =

82) moderada/alta (n =96) p*
Chlamydia Trachomatis 1(1,22%) 2 (2,08%) ns
Neisseria Gonorrhoeae - - -
Mycoplasma Genitalium - - -
Mycoplasma Hominis 1(1,22%) 6 (6,25%) ns
Ureaplasma Urealyticum 2 (2,44%) 2 (2,08%) ns
Trichomonas Vaginalis - - -
HPV
16 1(1,22%) 1(1,04%) ns
18/45 - 2 (2,08%) ns
AR 7 (8,54%) 13 (13,54%) ns
AR e 16 1(1,22%) - ns
ARE 18/45 2(2,44%) 1 (1,04%) ns

*teste exato de Fisher para intervalo de confianca de 95%.

A pesquisa de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis e
Papilomavirus humano (com genotipagem) por reacdo em cadeia de polimerase em
tempo real conforme a identificacdo de morfotipos formando biofilme em esfregacos

cervicais corados por técnica de Gram é demonstrada na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5. Pesquisa de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano por
reagdo em cadeia de polimerase em tempo real conforme a identificacdo de morfotipos formando biofilmes
em esfregacos cervicais corados por técnica de Gram.

Biofilme

ausente (n =147)  presente (n = 32)

Chlamydia trachomatis 2 (1,36%) 1(3,13%) ns
Neisseria gonorrhoeae

Mycoplasma genitalium

Mycoplasma hominis 2(1,36%) 5 (15,63%) 0,0022
Ureaplasma urealyticum 2 (1,36%) 2 (6,25%) ns

Trichomonas vaginalis

HPV

16 2(1,36%) ns
18/45 3 (2,04%) ns
AR 16 (10,88%) 5(15,63%) ns
ARe16 1(0,68%) ns
ARE 18/45 1(0,68%) 1(3,13%) ns

* teste exato de Fisher para intervalo de confianca de 95%.

Observe que apenas a identificacio de M. hominis esteve significativamente mais

associada a capacidade de formacao de biofilmes.

Na Tabela 4.6 é demonstrado a pesquisa de Pesquisa de Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum, Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano por reacao em cadeia de
polimerase em tempo real conforme a o tipo de vaginose bacteriana (VB), onde é
classificado como VB1 a vaginose sem bacilos curvos (escores 7 e 8), VB2 a com bacilos

curvos (9 e 10).
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Tabela 4.6. Pesquisa de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano por reagio
em cadeia de polimerase em tempo real conforme a o tipo de vaginose bacteriana (VB). VB1 sem bacilos
curvos, VB2 com bacilos curvos.

TIPO DE VB

VB 1(n=20) VB2 (n = 8)

Chlamydia trachomatis - 1(12,5%) ns
Neisseria gonorrhoeae - - -
Mycoplasma genitalium - - -
Mycoplasma hominis 3(15%) 4 (50%) ns
Ureaplasma urealyticum 1 (5%) - ns

Trichomonas vaginalis - - -

HPV

16 - - -
18/45 - 1(12,5%) ns
AR 3 (15%) - ns
ARe 16 - - -
ARE 18/45 1(5%) - ns

* teste exato de Fisher para intervalo de confianca de 95%.
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Capitulo 5

Discussao

A microbiota vaginal é constituida por microrganismos que contribuem para o equilibrio
deste microambiente. Numa situagdo de normalidade a mulher deve apresentar uma
predominancia do género Lactobacillus na sua vagina, que produz acido latico,
bacteriocinas e peroxido de hidrogénio, assim controlando a proliferacao de patégenos
na microbiota local. Em menor percentagem podem ser encontradas bactérias como
Gardnerella vaginalis, Mobiluncus, dentre outras, assim como fungos do género

Candida (Dominguez-Bello et al. 2016).

Neste estudo foi analisada a microbiota vaginal de 179 pacientes, com idade média de 36
anos, nas quais foram criados grupos utilizando o escore de Nugent, onde o escore com
valor de 0 a 3 foi considerado microbiota normal, o escore com variacao de 4 a 6 foi
considerado como microbiota intermediaria, e por tltimo, valores de 7 a 10 sugeriam
vaginose bacteriana (Bagnall and Rizzolo 2017). Entre os casos estudados 100 (55,86%)
foram classificados como microbiota normal, enquanto 51 (28,5%) e 28 (15,64%) foram

classificados como microbiota intermediaria e vaginose bacteriana, respetivamente.

Como descrito por Alves e colaboradores (2016) a vaginose bacteriana (VB) é uma
sindrome polimicrobiana que afeta as mulheres em que hia uma diminuicao de
Lactobacillus e uma proliferacao acentuada de outras bactérias, anaerdbias, como a G.
vaginalis (Alves et al. 2016). AlteracGes na microbiota podem estar associadas com o
aumento de infecOes sexualmente transmissiveis (IST) incluindo a infec¢do pelo
Papilomavirus humano (HPV) e pode também estar relacionado a persisténcia deste

virus (Paola et al. 2017).

As células escamosas imaturas em mulheres no menacme, nao gestantes e sem uso de
medicamentos hormonais, ndo apareceria normalmente em esfregacos cervico-vaginais.
No entanto, tais, por conta de reacao inflamatéria, podem ser observadas em quadros de

vaginite (Donders et al. 2002).

No presente estudo, podemos observar que ao contrario do que se imaginava, as células
escamosas imaturas (parabasais) ocorreram mesmo em quadros de normalidade em 12%
dos casos, e aproximadamente o mesmo valor nos quadros intermediarios. No entanto,

nao foram observados em casos de vaginose bacteriana. Isto é muito importante, pois
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este resultado, células parabasais tem sido observado nos casos definidos como vaginite
aerdbia, mas como podemos observar, ocorre até mesmo em casos de normalidade
(Donders et al. 2017; Eleutério Junior et al. 2012). Ao mesmo tempo, este resultado, nao
constitui motivo de viés para o diagnostico pelo escore de Nugent, da vaginose bacteriana

(Eleutério Junior et al. 2017).

Analisando a presenca de células inflamatoérias nos esfregacos, embora fosse de se
esperar de que quadros de vaginose tivessem menos este resultado, nao houve diferenca
estatistica significativa. Ja foi demonstrado que a nao uniformidade do quadro de
vaginose bacteriana é uma caracteristica que nao impo6e a leucopenia como variavel

importante (Eleutério Junior 2005).

Dentre os resultados do estudo da microbiota por Gram nos trés grupos, foram bastante
significativos a heterogeneidade da microbiota, e a maior quantidade de morfotipos por
campo de imersao, onde a vaginose bacteriana teve uma microbiota de maior quantidade
e mais heterogenia. Isto apenas confirma que a vaginose bacteriana é uma sindrome
polimicrobiana, o que se reflete na heterogeneidade da microbiota e na sua maior

populacao (Hardy et al. 2017).

Se tentarmos considerar que o resultado de grupos coesos e agregados de morfotipos
bacterianos sugere a capacidade da formacdo de biofilme, observamos que esta
capacidade existe nos trés tipos de microbiota, mas, é significativamente maior na
vaginose bacteriana (Priestley et al. 1997). No nosso estudo foi observado que nos casos
de vaginose bacteriana em 67,86% dos casos havia identificagdo morfologica de biofilme.
Campisciano e colaboradores (2018) avaliou 124 mulheres, sendo 60 delas saudaveis
assintomaticas e 64 delas com sintomatologia, evidenciado que o aumento de
heterogeneidade da vaginose bacteriana foi um fator fundamental, assim como a
formacao de biofilmes. A capacidade de formar biofilmes é uma forma das bactérias se
defenderem (Campisciano et al. 2018). Esta capacidade ja tem sido bastante
demonstrada por outros estudos, mas, sua manifestacio morfologica s6 tem sido

observada em biopsia de vagina (Hardy et al. 2017).

Ainda quando se analisa o grupo de vaginose bacteriana foram observados 4 casos com
concomitante identificacio de morfotipo de Candida (14,3%). Chama a atencdo a
presenca paradoxal de Candida sp em casos de vaginose bacteriana, inclusive de forma
bastante significativa. Mas, este resultado ja foi observado em outros estudos como
referido por Eleutério Junior e colaboradores (2012) (Eleutério Junior et al. 2012).
Importante ressaltar que a observacao de Candida sp s6 ocorreu na vaginose bacteriana

do tipo 1, que é a vaginose bacteriana sem a presenca de bacilos curvos sugestivos de
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Mobiluncus sp. Pramanick e colaboradores (2019) realizou um estudo relacionando a
vaginose bacteriana com a presenca de diversos agentes dentre eles a Candida sp. Os
autores observaram que num terco das mulheres analisadas houve observacao

simultanea de vaginose bacteriana e Candida sp (Pramanick et al. 2019).

A complexidade da microbiota vaginal e a heterogeneidade, ndo permitem fazer, até o
momento conjeturas sobre a associacao de vaginose bacteriana e leveduras, muito menos

em relacao a presenca de Mobiluncus sp.

A identificacio de morfotipo de Mobiluncus na microbiota vaginal é altamente
especifico, embora nao seja sensivel para o diagnostico de vaginose bacteriana (Donders
et al. 2017; Eleutério Junior et al. 2012). Um estudo desenvolvido por Schwebke e
Lawing (2001) concluiu que o Mobiluncus foi detetado por PCR em 84,5% das mulheres
com vaginose bacteriana e em 38% das mulheres sem vaginose bacteriana (Schwebke
and Lawing 2001). Por ser o PCR um teste altamente sensivel ndo é surpresa o resultado
de apenas 28,6% nos nossos casos, uma vez que fizemos a identificacdo de morfotipos
em esfregaco corado pelo método de Gram. Por outro lado, Onderdonk e colaboradores
(2016) observaram num estudo de revisao, onde os investigadores haviam utilizado
microscopia até sequenciamento genético, que 40% a 60% das mulheres com vaginose
bacteriana tinham Mobiluncus (Onderdonk, Delaney, and Fichorova 2016). Na opiniao
de Schwebke e Lawing (2001), mais importante do que a identificacdo de Mobiluncus,
seria a especificagdo, uma vez que M. curtisii seria o mais observado, através de teste de

PCR, associado a vaginose bacteriana (Schwebke and Lawing 2001).

Com relacdo a investigacao de outros microrganismos que podem ser identificados por
teste de PCR em tempo real, tais como Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,
Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano nao se observou diferenca estatistica
significativamente entre os trés grupos estudados, com excecao de Mycoplasma hominis
mais observado nos casos de vaginose bacteriana. Mongelos e colaboradores (2015)
realizaram um estudo em 189 mulheres comparando a microbiota de pacientes infetadas
e nao infetadas pelo HPV, assim como diagnosticadas com vaginose bacteriana e
negativo para vaginose bacteriana, observando uma associacdo positiva entre os dois
quadros (Mongelos et al. 2015). Embora nosso estudo tenha identificado HPV de alto
risco em 29 (17%) casos estudados, nao houve diferenca significativa entre os trés grupos.
Talvez o pequeno nimero de casos e o desenho de corte transversal do estudo possam
justificar a discrepancia de nossos resultados com relagao aos ja observados por outros
autores com relacdo a associacao entre vaginose bacteriana e HPV (Kyrgiou, Mitra, and

Moscicki 2017; Paola et al. 2017; Shannon et al. 2017).
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Ja Chlamydia trachomatis foi identificada em apenas um caso no grupo de vaginose
bacteriana e nao foi observado nos demais grupos. Isto justifica-se pelo pequeno niimero
de casos identificados, provavelmente por devido a etaria relativamente alta da
populacao estudada, diferente da idade mais jovem em que se tem identificado mais

frequentemente esta bactéria (Eleutério et al. 2007; Rodrigues et al. 2011).

A microbiota vaginal saudavel é constituida de forma predominante por Lactobacillus
que sdo responsaveis pelo controle microbiolégico local (Kwasniewski et al. 2018;
Priestley et al. 1997; Soper 1999). Na tabela 4.3, observamos que nao houve diferenca
significativa na identificacio de nenhum dos patoégenos estudados. Embora HPV de
sonda de alto risco esteja associado mais frequentemente a microbiota sugestiva de VB
(7 a10) (18,87%), comparado aos grupos intermediario (8,93%) e normal (7,1%), nao foi
observada significancia para esta diferenca. Estudos utilizando técnicas de
pirosequenciamento tém observado uma significativa associacao entre a disbiose vaginal
com HPV e lesOes induzidas. Devemos admitir as limitacoes do estudo morfologico do
estudo por Gram utilizados por n6s. No entanto, para o cotidiano este teste d4-nos uma
ideia real, diferente de sequenciamento que nao é realizado em servicos de assisténcia,

mas, apenas em pesquisa.

Fernandes e colaboradores (2008) observaram o HPV de alto risco tem mais associacao
em casos de alta heterogeneidade de microbiota vaginal (Fernandes et al. 2008).
Acredita-se que possa ocorrer devido o desenvolvimento de resposta imune adaptativa,
que pode reverter o quadro infecioso ou entdo manter o virus em laténcia, que
posteriormente pode passar por um processo de reativacao podendo desencadear lesoes

no epitélio lesado (Soper 1999).

O desenvolvimento de IST pode esta relacionado com a cronicidade de infecGes
polimicrobianas uma vez que a infecao persista pode levar a uma profunda mudanca na
microbiota vaginal, o que por sua vez pode fragilizar os mecanismos de defesa da
microbiota contra agentes causadores de IST. A vaginose bacteriana sendo a mais
frequente causa de instabilidade na microbiota vaginal, deve ser diagnostica e tratada de
forma eficiente para se evitar a fragilidade da microbiota vaginal e assim ter maior
suscetibilidade de contrair IST (Greer and Wendel Jr 2008; World Health Organization
2001).

As IST possuem elevada prevaléncia a nivel global sendo relatado aproximadamente 1
milhao de novos casos por dia de infecoes bacterianas curaveis.101 Tal fato é digno de
alerta pois a elevada prevaléncia de infecoes de facil tratamento podem ser a porta de

entrada para patégenos de elevado poder mutagénico e de baixo sucesso terapéutico.100
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Os principais agentes causadores de IST abordados em nosso trabalho tiveram os seus
diagnosticos quase constantes frente as variaveis associadas a heterogeneidade, sendo
sugestivo que os agentes em questao nao possuem acao direta frente a heterogeneidade
apresentada pela microbiota, sendo assim os devidos agentes podem apresentar
resultados em qualquer parametro analisado seja ela de baixa, média ou elevada
heterogeneidade. O estudo desenvolvido por Tamarelle e colaboradores (2018)
referenciou o mesmo padrao evidenciado no nosso estudo, sendo importante evidenciar
que o agente C. Trachomatis obteve um resultado discrepante do observado na literatura
( Tamarelle et al. 2019). O resultado amplo apresentado por Tamarelle e evidenciada na
literatura pode ser explicada devido a variacdo na faixa etdria analisada. (Pinto et al.

2011)

Uma pesquisa desenvolvida por Lima e colaboradores (2018) evidenciou a possibilidade
de coinfecao por agentes causadores de IST, sendo comprovada a possibilidade de
infecdo por dois ou mais agentes, tal resultado foi evidenciado no nosso estudo e é
relatado amplamente na literatura (Ashshi et al. 2015; Lima et al. 2018). Testes
moleculares de alta performance como o RT-PCR que foi utilizado pela nossa pesquisa
representa a linha de frente como opcao para diagndstico e triagem de IST em paises
desenvolvidos (Verteramo et al. 2009). Os pontos positivos desta metodologia nao estao
relacionados apenas com a sua elevada sensibilidade e especificidade, mas também com
a sua capacidade de identificacdo simultanea de diversos agentes num unico teste. O
nosso estudo analisou a presenca dos agentes Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum, Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano. Foi relatado em
pacientes sem sintomatologia descrita a presenca de agentes causadores de IST sendo
assim recomendado o rastreio preventivo assim como o tratamento imediato em caso de

positividade para os agentes (Klebanoff and Coombs 1991).

Na tabela 4 procuramos associar o nimero de morfotipos bacterianos com os resultados
de painel de IST e HPV de alto risco. Também nao observamos associac¢io significativa
entre a quantidade maior de bactérias e as variaveis estudadas. A microbiota vaginal é
importante contra agentes infeciosos, uma das alteracoes possiveis na microbiota vaginal
¢ a vaginose bacteriana, que pode ser evidenciada em dois tipos distintos que seria ela a
do tipo 1 e tipo 2. Diversos estudos comprovam a acdo benéfica dos Lactobacillus na
microbiota vaginal contra agentes de elevado potencial mutagénico como o HPV. A
mucosa vaginal é colonizada por diversas bactérias comensais que formam um
importante fator de protecao contra agentes patogénicos e desempenham papel central

na manutencao da saade (Guo et al. 2012; Rieth et al. 2018).
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Algumas infecoes por HPV podem persistir e progredir para o cancro cervical, sendo a
vaginose bacteriana um fator de risco para aquisicao de infecoes persistentes por HPV.
Diversos estudos trazem a luz uma possivel relacao entre a persisténcia pds tratamento
da vaginose bacteriana e a infecao promovida pelo HPV, tal conclusao tem como base a
elevacdo do pH vaginal durante o desenvolvimento e manutencao da colonizacao pela
vaginose bacteriana (Costerton, Stewart, and Greenberg 1999; Leitich et al. 2003;
Mania-Pramanik, Kerkar, and Salvi 2009; Verstraelen and Swidsinski 2013). A relacao
entre o HPV e a vaginose bacteriana também pode ser benéfica para a vaginose uma vez
que o HPV possui a capacidade de degradar o muco cervical sendo este um fator
facilitador que normalmente esta associado a quadros de vaginose bacteriana, isolada e

persistente como descrito por Guo e colaboradores (Guo et al. 2012).

Mulheres com vaginose bacteriana possuem uma microbiota pobre de Lactobacillus
como foi evidenciado em nosso estudo, este fato faz com que ocorra um aumento
abrupto de enzimas degradantes da mucosa como a sialidase que leva a alteracoes na
barreira de mucosa, este mecanismo pode ser um fator positivo para a adesdo e
manutencao de agentes causadores de IST tal situacao pode ser extremamente positiva
para o HPV uma vez que tal mecanismo ajuda na adesao, invasao e incorporacao do HPV

ao genoma de células cervicais (Rieth et al. 2018).

O desenvolvimento da vaginose bacteriana sem o tratamento adequado pode ser
extremamente lesivo a microbiota e ao hospedeiro, pois a persisténcia da vaginose
bacteriana assim como a sua evolu¢ido na devida microbiota é um fator positivo para a
formacao de biofilmes microbianos, que sao comunidades microbiolégicas heterogéneas
que conseguem se aderir a matriz tecidual e que podem apresentar uma acentuada
resisténcia terapéutica e do sistema imunitario (Marsh and Bradshaw 1995; S. Oh et al.

2013).

Acredita-se que as interagOes célula a célula na microbiota vaginal possui papel
fundamental no desenvolvimento de biofilmes e representa uma seria complicacao
ginecologica. Algumas espécies microbianas ndo possuem caracteristica virulenta
importante, sendo assim possuem um importante papel na composicao estrutural do
biofilme, foi demonstrado na literatura que os microrganismos nao sao organizados de
forma aleatoria em um biofilme, mas seguem de maneira orquestrada um padrao que
cumina na adesao de toda a comunidade microbioldgica. Foi proposto na literatura que
o biofilme vaginal cria um ambiente favoravel para bactérias anaerdbias, devido a
presenca de um gradiente de oxigénio no interior do biofilme (Brusselaers et al. 2019;

Gravett et al. 1986; Magana-Contreras et al. 2015; Zariffard et al. 2002).
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Consideramos que morfologicamente no esfregaco corado pelo método de Gram, um
agregado bacteriano, poderia sugerir o biofilme. Assim podemos observar que este
aspecto teve associacao significativa com o resultado de M. Hominis, que foi observado
em quase 16% dos casos com biofilme contra 1,36% dos casos sem biofilme. Os demais
microagentes pesquisados ndo demonstraram diferenca significativa. A capacidade de
M. hominis se associara a formacao de biofilme j4 foi demonstrado em casos de infecao

do trato urinario, no entanto, ainda nao tem sido estudado na vagina e colo uterino.

As vaginoses bacterianas sao divididas em dois tipos, o primeiro deles é a vaginose
bacteriana do tipo 1 que apresenta o escore de Nugent os valores de 7 e 8 e o0 segundo
tipo e a vaginose bacteriana do tipo 2 que apresenta escore de Nugent valoresde 9 e 10 e
que possuem bacilos curvos que sao indicativos de Mobiluncus. Neste estudo apenas um
caso do tipo 2 obteve Chlamydia trachomaris identificada. O pequeno niimero nao

permite fazer qualquer discussao sobre relacao entre as variaveis (Mitra et al. 2016).

Observa-se que o agente Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium e
Trichomonas vaginalis ndo apresentam achados em ambos os tipos de vaginose
bacteriana situacao diferente do é observado no agente Mycoplasma hominis que obteve
achados de 15% na vaginose bacteriana do tipo 1 e 50% na vaginose bacteriana do tipo 2.
Todos os agentes citados nao apresentam achados quando sobrepostos com vaginose
bacteriana na literatura sendo sugerido aprofundar o estudo para entender de forma
clara se existe ou nao relacdo entre os agentes citados e a manutencdo de vaginose

bacteriana (Brusselaers et al. 2019).

Foi descrito uma baixa prevaléncia do HPV quando associado a presenca de vaginose
bacteriana. Avaliando o HPV 18/45 foi evidenciado apenas uma indicacao de vaginose
bacteriana sendo ela no tipo 2. Analisando o HPV de alto risco foi observado achados
apenas na vaginose bacteriana do tipo 1. Foi evidenciado na literatura que a vaginose
bacteriana antecedeu a persisténcia do HPV, implicando que o tratamento da vaginose
bacteriana em mulheres assintomaticas com infecao por HPV de alto risco cervical possa
ser justificado. A vaginose bacteriana é considerada como fator agravante para o
desenvolvimento do HPV, sendo assim mulheres com vaginose bacteriana podem

apresentar um maior risco de IST (Kero et al. 2017).
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Capitulo 6

Conclusoes

Foi demonstrado que no presente estudo, um aumento da microbiota cervical normal
(55,86%), sendo seguido pela microbiota intermediaria (28,5%), e com menos relatados

a microbiota sugestiva de disbiose (15,64%).

O presente estudo nao obteve resultados de células imaturas nos casos de vaginose
bacteriana, obtendo um resultado quase idéntico nas macrobiotas normal e
intermediaria. No parametro de células inflamatorias foi evidenciado um resultado
quase que constante entre as trés macrobiotas analisadas, era esperado um resultado
superior no quadro de vaginose o que nao foi evidenciado. O parametro de citblise obteve
como representante majoritario a microbiota normal com 10% dos resultados, sendo
seguido por 1,06% da microbiota intermediaria e surpreendentemente nao sendo
relatado em casos de vaginose bacteriana. Analisando o parametro de heterogeneidade
pode ser observado que a vaginose bacteriana se apresenta em quadros de moderada e
grande heterogeneidade, ja os demais grupos obtém resultados mais elevados em
moderada heterogeneidade. Como esperado, a quantidade de microbiota é elevada em
quadros de vaginose bacteriana. Seguindo o resultado observado no parametro de
quantidade pode ser verificado que a formacao de biofilme acontece de maneira mais
marcante no parametro de vaginose bacteriana, obtendo resultado muito superior
quando comparado com os demais parametros que obtiveram resultados préximos entre

eles.

Foi observado que o parametro de vaginose bacteriana obteve resultados mais frequentes
dos agentes Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis e
Papilomavirus humano, sendo importante ressaltar que o maior resultado dentre os
agentes foi descrito no HPV de alto risco, sendo evidenciado nos trés parametros
estudados, e sendo um resultado aproximado entre as macrobiotas. E importante
enfatizar que a microbiota normal foi a mais acometida, sendo seguida pela vaginose

bacteriana e por fim a microbiota intermediaria.

O estudo pode evidenciar que os maiores resultados dos agentes Chlamydia

trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis,

65



Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis e Papilomavirus humano ocorreram
quando verificado uma moderada e alta heterogeneidade bacteriana, e ocorrendo
resultado pontuais em baixa heterogeneidade bacteriana. E fundamental enfatizar que
os Unicos agentes evidenciados em todos os parametros foram o HPV de alto risco e o

Ureaplasma Urealyticum.

Pode ser evidenciado que em linhas gerais quando se eleva a quantidade de morfotipos
bacterianos ocorre maior achado dos agentes Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Trichomonas vaginalis
o que nao pode ser evidenciado quando analisamos os agentes Ureaplasma urealyticum

e Papilomavirus humano (16,18/45, AR e 16).

Os agentes Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum
obtiveram maior resultado percentual quando analisado juntamente com o parametro
biofilme, isto indica que estes agentes em especial o Mycoplasma hominis devem possuir
relacao para formacao e manutencao do biofilme. Os achados relacionados ao HPV sao
diversos sendo assim nao é possivel conjeturar se o HPV possui ou nao relacao com a
formacao de biofilme. Importante frisar que o HPV de alto risco e o HPV AR e 18/45

elevaram suas percentagens quando analisado juntamente com a formacao de biofilme.

Os achados no tocante a vaginose bacteriana ocorreram de maneira pulverizada entre os
agentes, mas deve-se enfatizar que o agente Mycoplasma hominis foi evidenciado em
65% das pacientes que possuem vaginose bacteriana, sendo encontrado em 15% na
vaginose bacteriana do tipo 1 e em 50% na vaginose do tipo 2 sendo assim possivel

conjeturar uma relagdo entre o agente em questio e a vaginose bacteriana.
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