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RESUMO

O papel da microbiota humana nos processos de salde e doenca tem recebido maior
atencdo devido a facilidade para a caracterizacdo das comunidades microbianas utilizando os
métodos independentes de cultivo, que se baseiam na analise das regides hipervariaveis do gene
16S rRNA. A microbiota vaginal é habitada por comunidades microbianas que exercem papel
importantissimo para a manutencdo da homeostase vaginal e prevencdo da colonizagdo por
microrganismos patogénicos, mas 0s mecanismos pelos quais exercem essa influéncia ainda
ndo sdo tdo bem definidos. Neste contexto, uma compreensdo quanto a sua abundancia relativa
e variacdes é necesséria para o reconhecimento de microrganismos patogénicos potenciais e de
processos fisiolégicos de protecdo dessa microbiota. Este estudo avaliou a diversidade
microbiana vaginal em quatro condic¢bes distintas: I. microbiota autoctone; Il. Microbiota
apresentando candidose vaginal; Ill. microbiota apresentando vaginose bacteriana e; 1V.
microbiota apresentando lesdes pré-malignas e malignas do colo do Utero. Amostras cervicais
de 187 mulheres foram coletadas, caracterizadas e diagnosticadas a nivel molecular quanto a
presenca de HPV, C. trachomatis, T. vaginalis e N. gonorrhoeae. Amostras HPV+ foram
genotipadas em ABI 3500 e a co-infeccdo do HPV foi relacionada a presenca dos outros
patogenos e fatores socio-econdémicos e clinicos obtidos através do questionario preenchido
pelas voluntarias. Analises de significancia e associacdo foram realizadas através dos Testes
Qui-Quadrado de Pearson, Exato de Fischer e Kruskal-Wallis utilizando o R 2.9.0. Apds a
composicao dos grupos, foram montadas quatro bibliotecas de amplicons das regides V1-V2
do gene 16S rRNA e, posteriormente sequenciadas em plataforma lon PGM. As sequéncias
geradas foram analisadas utilizando o QIIME e classificadas por comparagdo no banco
Greengenes. A prevaléncia encontrada para HPV foi de 51,33% sendo que os tipos mais
prevalentes foram HPV 16, 58 e 33. As prevaléncias encontradas para CT e TV foram de 6,42%
e 12,83%, respectivamente, sendo observadas co-infecgdo HPV/CT em 5,20% e HPV/TV em
6,25% das mulheres. O DNA de N. gonorrhoeae nédo foi encontrado nas amostras. Quanto a
estimativa da diversidade microbiana, o nimero de amostras sequenciado foi suficiente para
garantir a cobertura da diversidade total encontrada. A abundancia geral revelou predominéncia
do género Lactobacillus nos quatro grupos de estudo, seguido pelos géneros Ureaplasma,
Prevotella e Shuttleworthia entre os grupos estudados. A maior diversidade microbiana foi
encontrada no grupo Vaginose, tendo como g@éneros mais abundantes Prevotella,
Shuttleworthia e Megasphaera, seguido pelo grupo Les&o, com abundancia dos géneros
Ureaplasma, Prevotella e Shuttleworthia. As diferencas a nivel de espécie sdo extremamente
necessarias para o entendimento do papel fisioldégico da microbiota vaginal na manutencéo do
equilibrio autéctone e de mecanismos patogénicos no desenvolvimento de doengas relacionadas
a microbiota vaginal. Além disso, uma compreensdo da funcionalidade dos tipos de CST ¢é
necessaria para complementar o que ja sabemos sobre sua estrutura. Estudos sao necessarios
para investigar as mudangas e a estabilidade desta microbiota.

Palavras-Chave: diversidade microbiana, vagina, gene 16S rRNA, bactéria, lon PGM.



ABSTRACT

The role of the human microbiota in health and disease processes has received increased
attention due to the ease of characterization of microbial communities using independent culture
methods, which are based on the analysis of hypervariable regions of the gene 16S rRNA. The
vaginal microbiota is inhabited by microbial communities that play a very important role in the
maintenance of vaginal homeostasis and in the presence of colonization by pathogenic
microorganisms, but the mechanisms by which they exert this influence are not yet so well
defined. in this context, an understanding of their relative abundance and variations is necessary
for the recognition of potential pathogenic microorganisms and the physiological processes of
protection of this microbiota. This study evaluated the vaginal microbial diversity in four
different conditions: I Microbiota Normal Il Vaginal Candidosis Microbiota Il Bacterial
vaginosis microbiota IV microbiota presenting pre-malignant and malignant lesions of the
cervix. Cervical samples from 187 women were collected, characterized and diagnosed at the
molecular level for the presence of HPV, C. trachomatis, T. vaginalis e N. gonorrhoeae. HPV
positive samples were genotyped at ABI 3500 and HPV co-infection were related to the
presence of other pathogens and socio-economic and clinical factors obtained through the
questionnaire filled out by the volunteers. Significance and association analyzes were
performed using the Chi-square Test of Pearson, exact of Fischer’s Test and Kruskal-Wallis
test using R 2.9.0. After the groups were composed, four libraries of amplicons of the regions
V1-V2 of the gene 16S rRNA and, later sequenced on lon PGM platform. The sequences
generated were analyzed using the QIIME and classified by comparison in the Greengenes
database. the prevalence found for HPV was 51.33%, and the most prevalent types were HPV
16, 58 and 33. The prevalence found for CT and TV were 6.42% and 12.83%, respectively,
with co- HPV / CT infection in 5.20% and HPV / VT in 6.25% of the women. The DNA of N.
gonorrhoeae were not found in samples. as to the estimation of microbial diversity, the number
of samples sequenced was enough to guarantee coverage of the total diversity found. Overall
abundancy revealed a predominance of the genus lactobacillus on the four study groups,
followed by the genres Ureaplasma, Prevotella and Shuttleworthia, followed by the study
groups. the greatest microbial diversity was found in the vaginosis group, with the most
abundant genera Prevotella, Shuttleworthia and Megasphaera, followed by the lesion group,
abundance of genders Ureaplasma, Prevotella e Shuttleworthia. The differences at the species
level are extremely necessary for the understanding of the physiological role of the vaginal
microbial in the maintenance of autochthonous balance and of pathogenic mechanisms in the
development of diseases related to vaginal microbiota. In addition, an understanding of the
functionality of the types of CST is necessary to complement what we already know about its
structure. Studies are needed to investigate the changes and stability of this microbiota.

Key words: microbial diversity, vagina, 16S rRNA gene, bacterium, sexually transmitted
pathogens.
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Diversos microrganismos habitam o corpo humano e se concentram em microambientes
como o trato respiratdrio superior, gastrointestinal, vaginal, saliva e outros (DETHLEFSEN et
al., 2007; TURNBAUGH et al., 2007). O termo microbioma foi primeiramente sugerido por
Joshua Lerderberg como “a comunidade ecologica de microrganismos comensais, simbiontes
e patogénicos que literalmente compartilham o espaco do nosso corpo” (LERDERBERG;
MACCRAY, 2001).

A microbiota indigena humana, compreendida por microrganismos que incluem
bacteérias, fungos, virus e protozoarios, desempenha fungdes essenciais que definem condicdes
fisioldgicas, imunitarias e nutricionais, as quais contribuem para a fisiologia do hospedeiro
podendo existir variagdes interindividuais ou entre individuos de acordo com o sexo, a idade,
dieta, fatores ambientais como o pH, a umidade, a temperatura, a disponibilidade de nutrientes,
e estados patogénicos (BERG, 1996; CASH et al., 2006; DETHLEFSEN et al., 2007; ELOE-
FADROSH & RASKO, 2013).

A microbiota indigena pode ser classificada em residente ou autdctone, constituida por
microrganismos relativamente fixos, ou seja, que sdo encontrados com regularidade em
determinada area, podendo sofrer ou ndo alteracdes, mas com capacidade de recompor-se; e
transitoria ou aléctone, constituida por microrganismos provenientes do meio ambiente, que
habitam a pele e mucosas, no entanto, sem se estabelecer de maneira permanente (MOURAO
et al., 2005).

Muito do que se entende hoje sobre a microbiota humana resulta de exploragcdes
utilizando métodos dependentes de cultivo, e assim, estima-se que, 20-60% dessa microbiota
ndo seja cultivavel levando a uma subestimacdo da diversidade ali encontrada
(VERSTRAELEN, et al. 2004; ZHOU et al. 2004). Indiscutivelmente, o cultivo de
microrganismos é essencial para a compreensdo da fisiologia e propriedades fenotipicas desses
organismos e, portanto, de valor inestimavel para microbiologia clinica. No entanto, estudos
realizados para avaliar a variacdo na composi¢do da comunidade microbiana ou para explorar
relacbes ecoldgicas e responder a questdes epidemioldgicas exigem métodos que fornecam
informacgodes detalhadas e aprofundadas sobre a diversidade microbiana (ZHOU et al., 2010).

Assim, o papel dessa microbiota nos processos de salde e doenga tem recebido maior
atencdo devido a possibilidade de quantificacdo e tipagem desses microrganismos, bem como
do conhecimento de sua capacidade metabdlica e funcional associada ao corpo humano através
do uso de técnicas moleculares independentes de cultivo, o que torna viavel o conhecimento

mais aprofundado dessa diversidade microbiana, bem como, o desenvolvimento de mecanismos
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para o entendimento dessa relagdo (GONZALEZ et al., 2011; HESS et al., 2011; ELOE-
FADROSH; RASKO, 2013).

Nos Ultimos anos, a microbiota vem sendo muito explorada e gerando resultados
concernentes a caracterizacdo da diversidade, estrutura, funcdo metabdlica e de papeis
ecoldgicos de uma grande variedade de ambientes, tais como o solo (ROESCH et al., 2007), o
mar (HUBER et al., 2007; SOGIN et al., 2006), e o corpo humano, sob uma perspectiva médica,
como é o caso do trato gastrointestinal (ANDERSSON et al., 2008), da cavidade oral
(JENKINSON; LAMONT, 2005), da pele (FIERER et al., 2008) e da vagina (ZHOU et al.,
2004; DRELL et al., 2013; FETTWEIS et al., 2014; MITRA et al., 2015).

De inicio, eram utilizadas técnicas que tinham como objetivo o0 sequenciamento do gene
16S rRNA (~1500 pb) para a caracterizagcdo dessas comunidades. Hoje, a maioria desses
estudos tém utilizado métodos independentes de cultivo que se baseiam na analise de pequenas
sequéncias hipervariaveis (~100-400 pb) deste gene através do Next Generation Sequencing
(NGS), também chamado de sequenciamento de nova geracdo (MOREY et al., 2013).

Em resumo, o material genético é extraido a partir de amostras bioldgicas de interesse,
fragmentos do gene 16S rRNA sdo amplificados utilizando-se primers que se anelam a regides
altamente conservadas desse gene e, em seguida, sequenciados em plataformas que oferecem
flexibilidade, rapidez e baixo custo de aquisicdo para a quantidade de dados gerados,
possibilitando assim, a remocéo de vieses associados as técnicas de clonagem, por exemplo, e
permitindo a analise de centenas, se ndo de milhares de amostras ao mesmo tempo (ELOE-
FADROSH; RASKO, 2013; SANSCHARGRIN; YERGEAU, 2014).

Os métodos moleculares independentes de cultivo demonstram-se uma poderosa
ferramenta para o isolamento de complexas sequéncias de DNA de microrganismos nao
cultivaveis, ja que substitui a necessidade do cultivo desses organismos pela analise de acidos
nucléicos extraidos diretamente dessas amostras e viabiliza a investigacdo da diversidade
bacteriana encontrada em diferentes habitats (REES et al., 2003; LING et al., 2010).

O estudo da diversidade microbiana humana através dessa abordagem abre caminhos
para um futuro em que sera possivel indicar a resisténcia de um determinado microrganismo a
uma droga em particular, pois embora a suscetibilidade e resisténcia a esta determinada droga
sejam governadas por multiplos componentes genéticos, alguns tracos de resisténcia a droga
sdo codificados por genes Unicos e podem ser preditos com maior probabilidade através de sua
detec¢do e sequenciamento. Também podem trazer uma compreensdo mais aprofundada sobre
a maneira como 0s microrganismos patogénicos causam as doencas, além de possibilitar a

identificacdo de novas terapias que poderdo envolver a manipulacdo da composicdo das
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microbiotas ou genes humanos e produtos de genes que expressam substancias com atividades
regulatdrias ou terapéuticas (GILL et al., 2006; FEERO et al., 2011; PROBIONOV, 2016).

Os resultados dos efeitos benéficos da microbiota enddgena na salde, tanto obstétrica
guanto ginecoldgica, sao numerosos, mas pouco elucidados. As comunidades microbianas
exercem um papel importantissimo para a manutengdo da homeostase na vagina e prevengdo
da colonizagdo por microrganismos patogénicos, no entanto, os mecanismos pelos quais
exercem essa influéncia ainda ndo sao tdo bem definidos. Dessa forma, a utilizagcdo de métodos
moleculares para a compreensdo apropriada da microbiota vaginal, quanto a sua abundancia
relativa e variagOes, necessaria para o reconhecimento desses microrganismos patogénicos
potenciais e de processos fisiologicos de protecdo, traz como desafio a necessidade de
profissionais capacitados e de competéncias multidisciplinares nos campos da bioinformatica,
epidemiologia, ginecologia, imunologia, doengas infecciosas, ecologia microbiana e biologia
molecular para a interpretacdo dos dados gerados e identificagdo de novas intervengdes clinicas
(FORNEY et al., 2010; BROTMAN et al., 2011; HUANG et al., 2014).

O Papilomavirus Humano (HPV) é virus de transmissdo por via sexual apontado como
condicdo necessaria para o desenvolvimento do cancer cervical, no entanto, estima-se que
apenas 10% das mulheres por ele infectadas desenvolvera este tipo de cancer, demonstrando a
existéncia de moduladores que agiriam como co-fatores deste virus, inclusive a presencga de
outras infeccdes sexualmente transmissiveis (IARC, 2016).

Estudos voltados para o diagnostico molecular de patdgenos sexualmente
transmissiveis, com énfase no HPV, evidenciam um panorama nacional preocupante em que, 0
cancer cervical é o tipo de cancer mais incidente na regido Norte, sem considerar os tumores de
pele ndo-melanoma. Esta situacéo se diferencia para o restante do pais em que o cancer cervical
ocupa o segundo lugar nas regides Centro-Oeste e Nordeste, o terceiro lugar na regido Sudeste
e o quarto lugar na regido Sul (INCA, 2015). Este quadro vem se repetindo ha anos, levantando
hipoteses sobre a existéncia de fatores relacionados a esta alta incidéncia na regido Norte que
fossem caracteristicos da prépria regido e, até entdo, desconhecidos.

Sendo assim, no advento das técnicas moleculares independentes de cultivo este estudo,
de caréater pioneiro no &mbito regional e nacional, acessou a diversidade microbiana vaginal de
mulheres amazonicas em diferentes condi¢des, com o intuito de caracteriza-la quanto a sua
composicdo e diversidade a fim de elucidar a relagéo existente entre esta microbiota e o estado
de saude do trato genital feminino e possibilitar o futuro desenvolvimento de estratégias que

busquem o envolvimento de novas terapias e diagnostico.
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2.1 Composicao da microbiota vaginal

A composicao microbioldgica da vagina ganhou destaque ha mais de 100 anos quando
Ddoderlein (1892) demonstrou pela primeira vez a presenca de Lactobacillus sp. no conteudo
vaginal de mulheres saudaveis comparando a auséncia destes mesmos microrganismos no
conteudo vaginal de mulheres que apresentavam endometrite pds-parto. Desde entéo,
Lactobacillus sp. vem sendo apontada pelos mais diversos estudos, como a bactéria
predominante na microflora vaginal normal, ja que é capaz de produzir e liberar substancias
como o peroxido de hidrogénio (H20z) e as bacteriocinas®. Além disso, essas bactérias liberam
acido latico como produto de seu metabolismo e, portanto, tornam-se responsaveis pela
determinacdo do pH &cido nesta regido (3,8 a 4,5), o que inibe o crescimento de Varios
microrganismos potencialmente nocivos. (SOBEL, 1999; ZHOU et al., 2010; SRINIVASAN
etal., 2010; RAVEL et al., 2011; HICKEY et al., 2012; O’HANLON et al., 2013; GHARTEY
etal., 2014).

Assim, na exacerbacdo de Lactobacillus sp., o pH vaginal diminui favorecendo a
infeccdo por Candida sp. O pH vaginal aumenta (> 4,5) quando ha uma diminui¢do de
Lactobacillus sp. que propicia o crescimento de bactérias anaerdbias, o que caracteriza o quadro
encontrado na Vaginose Bacteriana (VB) e contribui para o aumento do risco de infeccéo por
patogenos sexualmente transmissiveis, como o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), o
Papilomavirus Humano (HPV), o Herpesvirus Simples 2 (HSV-2) o Citomegalovirus (HCMV),
Trichomonas vaginalis (TV), causador da tricomoniase, Chlamydia trachomatis (CT),
causadora de uretrites, endometrites, salpingites, Doenca Inflamatoria Pélvica — DIP e até
infertilidade e Neisseria gonorrhoeae (NG), causadora da gonorréia (WIESENFELD et al.,
2003; KAUL et al., 2007; CONTI et al., 2009; DONATI et al., 2010; SRINIVASAN et al.,
2010; PETROVA et al.,, 2013; ANAHTAR et al., 2015).

O equilibrio do ecossistema da microbiota vaginal autoctone é mantido por complexas
interacdes entre os produtos do metabolismo microbiano, o estado hormonal e a resposta imune
do hospedeiro (GIRALDO et al., 2007). O maior enigma para 0s pesquisadores, nos ultimos
anos, € a determinacéo do estado autoctone da microbiota vaginal, ou seja, quanto de variacdo
entre as comunidades microbianas vaginais pode ser aceito dentro de limites que nao
desencadeiem estados patogénicos (ZHOU et al., 2004; DRELL et al., 2013).

1 As bacteriocininas agem como parte de um sistema antimicrobiano que pode inibir a replicacéo de virus e o crescimento de bactérias
e fungos, além de evitar 0 acesso de patdgenos na vagina e cérvice e ainda estimular o sistema imune contra as bactérias que ndo sao
parte deste ecossistema.
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A composicdo da microbiota vaginal difere muito entre as mulheres e pode ser
modificada pelas alteracdes hormonais que ocorrem nas diferentes fases da vida. Antes da
menarca, a microbiota vaginal pode ser considerada um misto de microrganismos intestinais
com alguns tipos de lactobacilos. Ap6s a puberdade, as condigdes para a proliferacdo de
Lactobacillus sp. sdo providas pelo inicio da secrecdo de estrogeno e progesterona, que
influenciam a proliferacdo do epitélio vaginal e producédo de glicogénio e a citélise de celulas
epiteliais com a liberacédo de glicogénio, respectivamente, o que caracteriza a fase reprodutiva
da mulher (FETTWEIS et al., 2012; GARCIA-VELASCO et al., 2017).

Alguns grupos de estudo tém relatado que as médias de pH vaginal em mulheres negras
(4,7) e hispanicas (5) eram mais altas quando comparado as médias encontradas em mulheres
caucasianas (4,2) e asiaticas (4,4), demonstrando que fatores do hospedeiro podem ter um papel
importante na determinacdo da composicédo e estrutura de sua comunidade microbiana. Estes
resultados na maioria das vezes estdo associados a microbiota autdctone, indo de encontro com
os parametros tradicionalmente convencionados e associados a salde da microbiota vaginal
(STEVENS-SIMONS et al., 1994; FISCELLA et al., 2004; RAVEL et al., 2011).

Fatores como idade, gravidez, tabagismo, atividade sexual, uso de duchas vaginais e uso
de anticoncepcionais tém sido apontados como influenciadores da microbiota vaginal, ja que
se encontram associados a diminuicdo de Lactobacillus spp. (CHERPES et al., 2008;
RYCKMAN et al., 2009; DIGIULIO et al., 2015).

De acordo com Ma et al. (2012), a microbiota vaginal autéctone pode ser definida como
uma comunidade microbiana funcional que é adequadamente benéfica para o hospedeiro e ndo
unicamente definida pela sua composicao, sendo que esta funcionalidade poderia ser fornecida
por varios tipos de comunidades microbianas vaginais e ndo apenas por um tipo pré-definido.
Neste contexto, diferentes tipos de comunidades microbianas vaginais poderiam ser
considerados saudaveis na auséncia de sintomas, com ou sem a presenca de uma ou varias
espécies de lactobacilos comuns, apesar de apresentarem diferentes graus de predisposicdo a
infeccdes por agentes patogénicos sexualmente transmissiveis.

Microrganismos como o0s dos géneros Atopobium, Streptococcus, Straphylococcus,
Megasphaera e Leptotrichia sdo capazes de realizar tanto fermentagdes homolaticas como
fermentacOes heterolaticas? (RODRIGUEZ et al., 1999; ZHOU et al., 2004). Como a

comunidade microbiana é altamente diversificada pode ocorrer uma redundancia funcional

2 A fermentagdo latica é o processo metabolico no qual carboidratos séo parcialmente oxidados, liberando energia, e tendo como
produto final o &cido ltico (fermentagdo homolética) ou etanol, CO», acetato e glicerol além do &cido latico (fermentacéo heterolatica)
(THOMAS et al., 1979).
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permitindo que a funcdo do ecossistema persista mesmo diante de algum tipo de perturbacéo
(WARDLE, 2000). Assim, na auséncia de sintomas, as comunidades bacterianas vaginais
predominadas por esses microrganismos podem ser consideradas “saudaveis”, mesmo que sua
composicao se assemelhe aquelas associadas a VB sintomatica.

Zhou et al. (2004) foram os primeiros pesquisadores que utilizaram métodos
moleculares independentes de cultivo, a partir da clonagem de bibliotecas do gene 16S rRNA
e, subsequente sequenciamento, para caracterizar a estrutura da comunidade microbiana vaginal
a partir de amostras cervicais de cinco mulheres “saudaveis” em idade reprodutiva. Seus
resultados mostraram que a presenca de Lactobacillus iners no trato genital poderia ser muito
maior do que se pensava e que a diversidade de Lactobacillus spp. poderia variar
significativamente entre os individuos.

A microbiota autoctone vaginal foi explorada por Ravel et al. (2011) e evidenciou-se
com a existéncia de cinco grandes community state types (CST) em estudo do tipo coorte que
envolveu 396 mulheres norte-americanas de quatro etnias diferentes (asiatica, branca, negra e
hispanica). As CST |, II, Il e V foram caracterizadas pelo dominio de Lactobacillus crispatus,
L.gasseri, L. iners e L. jensenii respectivamente, tendo sido isoladas principalmente das
mulheres brancas e asiaticas, enquanto que a CST IV, encontrada principalmente em mulheres
negras e hispanicas, foi caracterizada com baixos indices de Lactobacillus sp. e, consequente,
aumento da diversidade anaerdbica, incluindo géneros como Gardnerella, Pretovella,
Corynebacterium, Atopobium, Megasphaera e Sneathia. Os autores destacaram ainda que 0s
dados obtidos sdo essenciais para a compreensdo do papel da microbiota vaginal na reducéo do
risco de contrair doengas e na identificacdo de fatores que determinam a suscetibilidade a
doenca.

Para Garcia-Velasco et al. (2017), os resultados obtidos por Ravel et al. (2011) poderiam
constituir o primeiro passo para a medicina personalizada, em que a diversidade microbiana
entre individuos diferentes seria levada em consideracao na avaliagdo de risco e no diagnostico
e tratamento de doencas. No entanto, na opinido de Gajer et al. (2012), entender os fatores que
levam ao desenvolvimento e manutencdo de uma comunidade microbiana vaginal especifica e
estavel é extremamente necessario para o desenvolvimento de estratégias que promovam e
mantenham a saude reprodutiva.

Além disso, Smith et al. (2012) acompanharam dez mulheres porto-riquenhas por um
periodo de 7 anos e caracterizaram seis tipos diferentes de CST predominados por G. vaginalis
ou Lactobacillus spp. e destacaram variacdes entre os tipos de CST ao longo do periodo de

observacgéo, confirmando em partes os resultados encontrados por Ravel et al. (2011).
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Huang et al. (2014) confirmaram a existéncia de comunidades microbianas que diferem
tanto na composicao quanto na abundancia relativa de espécies encontradas nos mais diversos
estudos, também a variacdo significativa destas comunidades entre grupos raciais e étnicos,
observacao esta que se faz importante diante da influéncia que podem exercer na forma como
as comunidades microbianas respondem a infecgdes ou a outros desequilibrios, o que evidencia
uma microbiota vaginal muito mais heterogénea e dinamica do que até entdo acreditava-se,
destacando os grandes avangos na compreensdo da composi¢do de comunidades microbianas

vaginais nos ultimos anos.

2.2 Desordens genitais e a diversidade da microbiota vaginal

2.2.1 Vaginose Bacteriana (VB)

A VB ¢ considerada uma desordem vaginal polimicrobiana altamente prevalente em
mulheres sexualmente ativas ou que se encontram na fase reprodutiva caracterizada pela
deplecdo® de Lactobacillus spp. e pelo crescimento de varias outras bactérias anaerdbicas
incluindo espécies de Mobiluncus, Prevotella, Mycoplasma e Atopobium, tendo como bactéria
predominante a Gardnerella vaginalis, o que leva ao aparecimento de corrimento vaginal com
odor desagradavel, o qual se acentua durante a menstruacéo ou apos uma relacdo sexual, devido
a presenca do esperma de pH béasico no ambiente vaginal (VERSTRAELEN et al., 2004;
ATASHILI et al., 2008; PATTERSON et al., 2010; MUZNY et al., 2013; ONDERDONK et
al., 2016).

O diagndstico da VB geralmente se da com base em sinais clinicos e pode ser realizado
pelos critérios de Amsel et al. (1983) ou de Nugent (1991). Quando baseado em Amsel et al.
(1983), é determinado pela ocorréncia de, pelo menos, trés dos quatro critérios descritos por
Amsel et al. (1983), a saber: (1) o pH vaginal basico (>4,5), realizado com fita reagente
especifica, apds cerca de um minuto em contato com o contetido vaginal; (2) a observacao de
corrimento com aspecto homogéneo ou microbolhoso, podendo apresentar cor branca,
acinzentada ou amarelada; (3) a positividade para o Teste de Whiff, e (4) no citoldgico, a
auséncia de lactobacilos e a apresentacdo de células epiteliais vaginais com sua membrana
recoberta por bactérias (“clue cells”), que aderem a membrana celular ¢ tornam o seu contorno

granuloso e impreciso (SILVA; LONGATTO, 2000). Quando baseado por Nugent (1991), é

3 Deplecdo: perda de elementos fundamentais ao microrganismo
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determinado através da quantificacdo de lactobacilos e outros morfotipos: cocobacilos Gram-
variaveis/Gram-negativos, caracteristicos de G. vaginalis ou Prevotella spp., respectivamente
e bacilos Gram-variaveis curtos que caracterizam Mobiluncus spp. No entanto, ndo é
considerada uma doenca sexualmente transmissivel, mas uma facilitadora para a infeccao de
outros patdgenos sexualmente transmissiveis.

Uma meta-analise composta por 23 publicacdes envolvendo um total de 30.739
mulheres realizada por Atashili et al. (2008), indicou uma associagdo entre VB ndo apenas com
0 aumento do risco de aquisi¢cdo, mas também com o aumento do risco de transmissdo do HIV.

Oakley et al. (2008) caracterizaram a microbiota vaginal de 34 amostras cervicais de
mulheres americanas, sendo 21 VB+ e 13 VB-, utilizando clonagem e subsequente
sequenciamento do gene 16S rRNA e demonstraram que a estrutura da comunidade bacteriana
difere dramaticamente entre mulheres VB+, com predominancia de Prevotella e VB-, onde
houve predominancia de Lactobacillus sp., além disso, o aumento da riqueza e diversidade* foi
associado a presenca de VB.

Liu et al. (2013), através da clonagem e sequenciamento do gene 16S rRNA,
caracterizaram a microbiota vaginal de dez mulheres VB+ e 10 mulheres VB- e demonstraram
géneros de bactérias altamente associados com a VB, como Atopobium, Prevotella,
Parvimonas, Peptoniphilus, Dialister e Sneathia. Nas mulheres VB- foram prevalentes as
espécies Lactobacillus iners e L. crispatus.

A investigacdo da microbiota vaginal de 112 mulheres VB+, utilizando o
pirosequenciamento das regides V1-V3 do gene 16S rRNA por Muzny et al. (2013) evidenciou
quatro tipos de comunidades bacterianas: (I) dominada por Lactobacillus; (1) dominada por
Lachnospiraceae; (I11) dominada por Prevotella e (1) dominada por Sneathia.

Os microrganismos mais reportados na microbiota de mulheres portadoras de VB sdo a
G. vaginallis (HARWICH et al., 2010), A. vaginae (BRADSHAW et al., 2010), Clostridiales
[BVABL1] (Fredericks et al., 2005), Megasphaera [BVAB2] (Ling et al., 2010) e Sneathia
[BVAB3] (Fredericks et al., 2007).

Vale ressaltar que fatores como o ciclo menstrual, o nimero elevado de parceiros

sexuais, o uso de duchas vaginais, o tabagismo, a frequéncia do coito e até o uso de espermicidas

4 O termo Diversidade Biolégica ou Biodiversidade refere-se tanto ao nimero (riqueza) de diferentes categorias bioldgicas quanto a
abundancia relativa (equitabilidade) dessas categorias e inclui variabilidade ao nivel local (alfa diversidade), complementaridade
bioldgica entre habitats (beta diversidade) e variabilidade entre paisagens (gama diversidade) ou seja inclui a totalidade dos recursos
vivos, ou bioldgicos, e dos recursos genéticos, e seus componentes (DIAS, 2015, p.26).
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podem aumentar o risco para este desequilibrio (HELLBERG et al., 2000; NESS et al., 2003;
BROTMAN et al., 2008; MITCHELL et al., 2012; GAJER et al., 2012).

2.2.2 Candidose Vulvovaginal (CVV)

A candidose vulvovaginal (CVV) é um distarbio de ocorréncia comum, que afeta
mulheres entre 20 e 40 anos de idade causada pelo crescimento de Candida spp., tendo como
causadora mais frequente a Candida albicans, que responde de 80 a 90% das infeccGes, ndo se
excluindo a presenca de outras espécies como a C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis, que
tém sido identificadas pela utilizagdo de métodos avangados, nos ultimos anos (JACKSON et
al., 2005; VERMITSKY et al., 2008).

Vale ressaltar, porém, que a presenca de Candida sp. no contetdo vaginal ndo equivale
necessariamente a existéncia de doenca, ja que 25% a 40% das mulheres que possuem cultura
positiva para este microrganismo sdo completamente assintomaticas. Assim, o ponto de partida
para o diagndstico da CVV devem ser as manifestacdes clinicas, confirmadas pelos exames
microscopicos (SIMOES; GIRALDO, 1998; CORSELLO et al., 2003; CAVALCANTE et al.,
2005).

As espécies de Candida sdo fungos comensais que habitam as mucosas vaginal,
digestiva e respiratoria e podem tornar-se patogénicos, sob determinadas condi¢6es que alteram
0 ambiente vaginal, como mudancas na acidez normal da vagina ou mudangas hormonais que
fazem com que o ambiente passe a ser favoravel ao seu desenvolvimento. Nesse contexto,
estima-se que 75% das mulheres adultas apresentem a infeccdo pelo menos uma vez na vida
(MARDH et al., 2002; ZIARRUSTA, 2002; SOBEL et al., 2007; CDC, 2017a).

A atividade sexual, o uso de antibioticos, a gravidez, o uso de contraceptivos orais, a
terapia de reposicdo hormonal, o uso de corticoides, o diabetes mellitus ndo controlado,
alteracdo dos niveis de glicose, especialmente em situacdes de hiperglicemia, e qualquer estado
que possa elevar a quantidade de glicogénio no ambiente vaginal sdo apontados como fatores
de risco mdaltiplo associados com a evolucdo da colonizacdo para infecgdes sintomaticas,
podendo envolver uma combinacdo entre a suscetibilidade e respostas inflamatdrias do
hospedeiro. Altos niveis de producdo de horménios femininos, especialmente a progesterona,
aumentam a disponibilidade de glicogénio no ambiente vaginal, que serve como excelente fonte
de carbono para o crescimento e a germinacdo das leveduras. Apesar disso, esses fatores ndo
sdo identificados na maioria das pacientes que procuram atendimento apresentando CVV e o

fato de haver grandes diferencas quanto as espécies de leveduras vaginais isoladas, de acordo
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com a localizacdo geogréfica, pode ser levado em consideracdo como fator epidemiolégico
(SOBEL et al., 1999; ROSA; RUMEL, 2004; LOPES et al., 2004; GOSWAMI et al., 2006;
SOBEL, 2007; FEUERSCHUETTE et al., 2010; CDC, 2017).

O conhecimento da microbiota vaginal colonizada por Candida spp. € pouco explorado
e altamente controverso na literatura (BRADFORD et al., 2013). Os resultados obtidos por
Zhou et al. (2009) através de estudo utilizando o sequenciamento completo do gene 16S r RNA
em amostras cervicais de 42 mulheres que apresentavam recorréncia de CVV e que ndo
apresentavam recorréncia de CVV ndo forneceram qualquer evidéncia de alteracdo ou
composicdo incomum de comunidades bacterianas em sua comparagéo, sugerindo que o risco
de infeccOes fungicas recorrentes ndo esta correlacionado com a composicdo da comunidade
bacteriana vaginal. Além disso, seus resultados demonstraram que as mulheres com CVV
recorrente ndo tiveram diminuicao das propor¢des de Lactobacillus podendo indicar que nao
existe um papel de protecéo desses microrganismos contra infec¢des por Candida.

Liu et al. (2013) foram os primeiros pesquisadores a utilizar o NGS, na verdade uma
adaptacdo de protocolo descrita por Zhou et al. (2010), para determinar a estrutura da
comunidade bacteriana vaginal antes e depois de tratamento em mulheres com CVV e chegaram
a conclusdo de que a microbiota vaginal colonizada por Candida spp. € muito mais complexa
do que se imaginava e sugeriram que somente através de métodos que utilizem o NGS pode-se
chegar a um perfil da comunidade microbiana exato, ja que os resultados descritos até entdo, 0s
quais utilizaram métodos dependentes de cultivo, sdo inconsistentes. Foram ainda
surpreendidos com o fato de o perfil da comunidade microbiana em pacientes com CVV apo6s
0 tratamento ter sido semelhante ao perfil microbiano de mulheres aparentemente saudaveis,
indicando que a infeccdo por Candida pode criar um ambiente amigavel e favoravel para o
aumento na abundancia de Lactobacillus e, consequente, manutencéo do equilibrio normal da

microbiota vaginal.

2.2.3 Lesdes pré-malignas e malignas do colo do Utero

As leses intra-epiteliais escamosas (squamous intra-epithelial lesions — SIL) s&o lesdes
precursoras do cancer cervical e sdo classificadas, dependendo do grau de perda da
diferenciacéo epitelial, em baixo grau (low squamous intra-epithelial lesions — LSIL) ou alto
grau (high squamous intra-epithelial lesions — HSIL) e, geralmente, provocam alteracGes
morfologicas caracteristicas, detectaveis pela citologia dos raspados cervico-vaginais e
histopatologia (WOLSCHICK, 2007).
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A infeccdo causada pelo HPV ¢ considerada uma condi¢do necesséria tanto para o
desenvolvimento de lesdes pré-malignas e malignas do colo do Utero quanto na progressao
destas lesdes para o cancer cervical. No entanto, sendo o cancer uma doenga multifatorial,
fatores genéticos, ambientais, hormonais e imunoldgicos podem estar envolvidos
adicionalmente a infeccéo pelo HPV (PSYRRI; DIMAIO, 2008; INCA, 2015).

Neste contexto, a microbiota vaginal pode desempenhar um papel significativo no
controle da infeccdo latente e na infeccdo pelo HPV. Estudos referentes a estrutura e
composicdo das comunidades bacterianas da microbiota vaginal na presenca do HPV podem
revelar mecanismos pelos quais essa microbiota, bem como as comunidades ali encontradas ou
até mesmo um conjunto de bactérias especificas cria condi¢des para a infeccdo pelo HPV ou
mesmo progressao de lesdes para o cancer cervical (BROTMAN et al., 2014).

Um dos primeiros estudos que correlacionou a diversidade da microbiota vaginal com
a presenga de HPV em amostras cervicais de 68 mulheres coreanas (23 mulheres HPV+ e 45
mulheres HPV-) foi realizado por Lee et al. (2013) através do pirosequenciamento das regides
V2-V3 do gene 16S rRNA. Os autores demonstraram que as mulheres HPV+ apresentaram uma
diversidade microbiana significativamente alta e com baixas propor¢des de Lactobacillus spp.
quando comparadas as mulheres HPV-. Além disso, a andlise permitiu a identificacdo a
Fusobacteria e Sneathia spp. como bactérias associadas a infecgéo pelo HPV.

Brotman et al. (2014), demonstraram a relacdo entre a diversidade da microbiota vaginal
e a infecgéo pelo HPV em um estudo que envolveu o acompanhamento de 32 mulheres durante
16 semanas, em que as amostras cervicais eram coletadas duas vezes por semana. Os autores
classificaram as CST encontradas de acordo com a classificagéo descrita por Gajer et al. (2012)
e associaram as CST IV (dominada por Atopobium, Gardnerella, Streptococcus e Prevotella)
e Il (dominada por L. iners) as mulheres HPV+, sugerindo que esses ambientes aumentam o
risco de aquisicdo e/ou persisténcia do HPV.

Mitra et al. (2015), utilizando amostras cervicais coletadas a partir de 169 mulheres
apresentando HSIL (92/169), LSIL (52/169), Cancer Cervical invasivo (5/169) e mulheres sem
qualquer tipo de lesdo (20/169) caracterizaram a microbiota vaginal e identificaram trés CST,
de acordo com a classificacdo descrita por Ravel et al., (2011) entre elas, a saber: CST |
(dominada por L. crispatus), CST Il (dominada por L. iners) e CST IV (dominada por
Atopobium, Gardnerella, Streptococcus e Prevotella). Entre seus resultados, os autores
apontaram Sneathia sanguinegens, Peptostreptococcus anaerobius e Anaerococcus tetradius
como marcadores microbiologicos de HSIL, microrganismos esses que tém sido associados a

infeccdo pelo HPV e VB. Além disso, sugeriram que a presenca e prevaléncia de CST
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especificas podem estar envolvidos nos mecanismos de progressdo das SIL para o cancer

cervical.

2.3 0O HPV e o Cancer Cervical

O céancer cervical € o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres do mundo
inteiro, com incidéncia de 528 000 novos casos e mortalidade de 266 000 mulheres por ano,
tem 70% dos novos casos ocorrendo nos paises em desenvolvimento (IARC, 2016).

A estimativa de novos casos de cancer cervical para o Brasil em 2016 foi de 16.340,
com um risco estimado de 16 casos a cada 100.000 mulheres. Sem considerar os tumores de
pele ndo melanoma, o cancer cervical € o mais incidente na regido Norte (23/100.000). Nas
regides Centro-Oeste (20/100.000) e Nordeste (19/100.000) ocupa a segunda posicdo mais
frequente e nas regides Sudeste (11/100.000) e Sul (15/100.000) a terceira posicédo e quarta
posicoes, respectivamente (INCA, 2015).

O HPV pertence ao género Papillomavirus e a familia Papillomaviridae. Sdo pequenos
virus ndo-envelopados com, aproximadamente, 55 nm de diametro, se apresentam com genoma
circular constituido de dupla fita de DNA com cerca de 8.000 pares de base (pb) e
funcionalmente dividido em trés regides: a regido ndo codificadora (long control region —
LCR), que contém o promotor p97 e sequéncias enhancer e silencer que regulam a replicacdo
do DNA pelo controle de transcricdo das sequéncias Open Reading Frame (ORF); a regido
precoce, do inglés, early region (E), que consiste das ORF E1, E2, E4, E5, E6 e E7, envolvidas
na replicacdo viral; e a regido tardia, do inglés, late region (L), que codifica as proteinas
estruturais L1 e L2, responsaveis pela imunogenicidade do virus e determinantes antigénicos
género-especificos. Seu genoma é envolvido por uma capa proteica (capsideo) onde se
encontram as proteinas L1 e L2, organizadas em 72 capsdmeros (BERNARD et al., 1994;
BURD, 2003; DE VILLIERS et al., 2004; DOORBAR, 2005; MOODLY; LAIMINS, 2010).

Estudos epidemioldgicos conduzidos ao redor do mundo descrevem a infecéo pelo HPV
em 85-93% dos casos de céancer cervical (DE SANJOSE et al., 2010).

Mais de 150 tipos de HPV ja foram descritos, aproximadamente 40 tipos sdo associados
diretamente com as infecfes genitais e, pelo menos 20 estdo diretamente associados ao cancer
cervical (MUNOZ et al., 2003; DE VILLIERS et al., 2004; DOORBAR, 2005; KIM et al.,
2009).

De acordo com seu potencial oncogénico, sao classificados como virus de baixo risco
(HPV-6, 11, 40, 42, 43, 44,54, 61, 70, 72, 81 e 89), alto risco (HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
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51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82) e provavel alto risco (HPV-26, 53 e 66) (DE VILLIERS et al.,
2004; MUNOZ et al., 2006; DOORBAR et al., 2016). Os HPV 6 e 11, na maioria das vezes,
provocam apenas infec¢do, causam a maioria das verrugas genitais, tanto em homens quanto
em mulheres, e ttm como resultado a morte celular. J& os tipos 16 e 18, s@o responsaveis por
57 e 16% de todos os casos de cancer cervical no mundo, respectivamente, seguido dos tipos
58, 33, 45, 31 52 e 35 (SMITH et al., 2007; BURK et al., 2009; IARC, 2012; GUAN et al.,
2012).

A infecdo pelo HPV ocorre através da entrada do virus nas células basais do epitélio
escamoso estratificado seguida por trés eventos distintos: (1) o DNA viral é mantido na forma
epissomal (circular e ndo integrado), estabelecendo uma infeccdo latente, o que geralmente
ocorre em lesdes benignas; (2) Havera a conversdo da infeccdo latente em produtiva e; (3) o
DNA viral integra-se ao genoma da célula hospedeira, como se da em lesdes malignas,
geralmente, associadas aos HPV de alto risco, tais como 16 e 18 (FIGURA 1) (RIVOIRE et al.,
2006; WOLSCHICK et al., 2007; MOODLY:; LAIMINS, 2010; DOORBAR et al., 2016).

Para integrar-se ao DNA da célula hospedeira é necessario que haja uma quebra no
genoma viral, o que, geralmente ocorre nas regides E1 e E2. Essas proteinas tém papel
importante na manutencdo do DNA viral em sua forma epissomal. O resultado dessa quebra é
uma perda de funcéo desses genes, acompanhada de uma desregulacéo da expressao dos genes
E6 e E7 (RIVOIRE et al., 2006; WOLSCHICK et al., 2007). As proteinas codificadas pelos
genes E6 e E7 do genoma do HPV, mostram-se diretamente relacionadas com a carcinogénese
mediada pelo HPV. Apesar de ndo ser muito bem esclarecido, é possivel que a a¢do ocorra
através da interacdo de E6 com a proteina p53 (proteina supressora tumoral) e E7 com a proteina
pRb (proteina do retinoblastoma), causando uma desregulacdo do ciclo celular, além de dar
inicio a transformacdo e imortalizacdo das células infectadas pelo HPV (MANDIC; VUJKOV,
2004; RIVOIRE et al., 2006; MOODLY; LAIMINS, 2010; DOORBAR et al., 2016).

Moodly e Laimins (2010) destacam que, mesmo que as proteinas E6 e E7 sejam
necessarias para a transformacgédo fenotipica, elas ndo sdo suficientes para direcionar uma
transformagao das células. E preciso que ocorram eventos oncogénicos adicionais para que a
progressdo maligna possa acontecer, tais como, a instabilidade gendmica das células
hospedeiras. Esse fato mostra-se consistente com o periodo de laténcia entre o inicio da infecgédo
por HPV e o desenvolvimento do cancer. No entanto, proteinas E6 e E7 de HPV de alto risco
induzem a instabilidade genémica em células normais, ja que uma das principais caracteristicas
desses tipos de HPV é a inducéo a progressao maligna (WHITE et al., 1994; SCHIFFMAN et
al., 2007).
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Figura 1: Progressao de lesGes pré-malignas e malinas do colo do Utero para cancer cervical. As células da
camada basal se organizam acima do tecido conjuntivo da derme. O Papilomavirus Humano (HPV) é
invade as as células basais por meio de micro abrasdes no epitélio cervical. Apos sua infecgdo, os early genes
El, E2, E4, E5, E6 e E7 s@o expressos e 0 DNA viral comega a ser replicado em sua forma epissomal (células
com nudcleos roxos). Nas camadas superiores do epitélio (camadas intermediaria e superficial) o genoma
viral é replicado ainda mais, e os late genes L1, L2 e E4 sdo expressos. L1 e L2 comecam a encapsidacao
das particulas virais e iniciam novas infec¢des. Nas lesbes do tipo LSIL comeca a replicacéo produtiva.
Uma parte das infec¢bes por HPV de alto risco progridem para HSIL. A progressao das lesfes nao tratadas
para o cancer invasivo esta associada a integracao do genoma do HPV no DNA do hospedeiro (ndcleos
vermelhos), com perda de E2 e, subsequente, super expressdo dos oncogenes E6 e E7. LCR, regido de
controle comprida. Fonte: modificado de Woodman et al., 2007.

2.3.1 Fatores de Risco para o desenvolvimento do Cancer Cervical

Embora a infec¢do pelo HPV seja muito comum entre as mulheres sexualmente ativas,
a maioria das infeccOes é transitoria e, apenas algumas mulheres infectadas pelo virus
desenvolverdo algum tipo SIL e, quando n&o tratadas, desenvolverdo para o cancer cervical.
Em outras palavras, a presenca do HPV é necessaria, mas nao suficiente para o desenvolvimento
dessas lesdes, portanto, a existéncia de co-fatores é essencial para a progressdo dessas lesoes.
(IARC, 2016).

Dessa forma, co-fatores ambientais, tais como o uso de contraceptivos orais, tabagismo,
0 namero de parceiros sexuais, a multiparidade e a presenca de outras infeccbes sexualmente
transmissiveis (IST); co-fatores virais, os quais dizem respeito a infec¢do por tipos oncogénicos

de HPV, co-infecdo com outros tipos de HPV ou variantes destes; e co-fatores do hospedeiro
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incluindo hormdnios enddgenos, fatores genéticos e relacionados a resposta imune tém sido
associados e explorados ao longo dos anos por diversos estudos. E, neste contexto, a presenca
de patégenos causadores de outras IST, como herpes genital, Chlamydia trachomatis,
Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae e o HIV ganha destaque nessa busca por
respostas relacionadas & progressdo de HSIL para o cancer cervical (MUNOZ et al., 2000;
SMITH et al., 2004; INCA, 2015).

O numero de parceiros sexuais e a presenca de outras IST sdo destacados como fatores
circunstanciais e ndo causais, ja que trariam uma exposicao a infeccao pelo HPV. Ja o uso de
contraceptivos orais poderia promover a integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro e
estimular a transcrigdo dos genes E6 e E7 envolvidos na carcinogénese, influenciando assim, a
progressao da infecgdo. A multiparidade, por sua vez, é associada a manutencao prolongada da
zona de transformacdo na ectocérvice ou mesmo a alteracbes hormonais como niveis
aumentados de estrogénio e progesterona e o tabagismo, devido ao comprometimento de uma
resposta imunoldgica local, ja que pode ser encontrado no muco cervical e causar danos
diretamente no DNA (BOSCH et al., 2002; CATELLSAGUE E MUNOZ, 2003).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization — WHO, 2016),
mais de 1 milhdo de Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST) sdo adquiridas a cada dia,
com estimativa de 357 milhdes de novas infeccBes a cada ano, sendo as principais: Clamidia
(131 milhdes), Tricomoniase (143 milhdes) Gonorréia (78 milhdes) e Sifilis (5,6 milhdes).

A C. trachomatis pertence ao género Chlamydia e a familia Chlamydiaceae. E uma
bactéria Gram-negativas de crescimento intracelular obrigatorio e ndo apresenta a camada de
peptidioglicano na parede celular, possui sensibilidade a determinados antibiéticos e é
desprovida de motilidade. Essas bactérias apresentam de sete a dez copias de plasmideos por
celula bacteriana e uma cdpia no gene codificador de maior proteina externa (MOMP) e
possuem 19 sorotipos humanos identificados, os quais tém sido associados ao tracoma e
conjuntivites (A-C), a endometrites (D-K) e linfogranuloma venéreo (L1-L3) (PAAVONEN;
EGGERT-KRUSE, 1999; BARROS et al., 2007; AL-DARAJI; SMITH, 2009;
ABDELSAMED etal., 2013).

Apesar de serem, geralmente, assintomaticas, as infeccdes do trato geniturinario por C.
trachomatis s&o as principais causas de morbidade em mulheres sexualmente ativas e podem
resultar em doenca inflamatdria pélvica (DIP), que é uma das principais causas de infertilidade,
gravidez ectopica, dor pélvica cronica e infertilidade tubaria, além de oftalmia neonatdria, que

pode levar a cegueira e pneumonia, ja que mulheres gravidas infectadas podem transmitir essa
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infeccdo aos bebés durante o parto. A alta prevaléncia deste patdgeno tem sido relatada em
mulheres jovens com idade entre 15 a 24 anos (GOLIJOW et al., 2005; CDC, 2017b).

A N. gonorrhoea pertence ao género Neisseria e & familia Neisseriaceae. Caracteriza-
se por ser uma bactéria Gram-negativa, com cerca de 0,6 a 1,0 um de didmetro, ndo-flagelada,
formadora de esporos e anaerdbica facultativa. O género Neisseria abrange cerca de dez
espécies. A N. gonorrhoea infecta o epitélio colunar endocervical com concomitante infeccéo
uretral, causadora da gonorreia, uma IST do trato urogenital, transmitida por contato sexual ou
perinatal, sendo assintomatica, na maioria dos casos. Quando se manifesta, tal qual a C.
trachomatis, pode levar a um quadro de doenca inflamatéria pélvica e resultar em problemas
sérios como a infertilidade tubaria, gravidez ectopica e dor pélvica cronica (PENNA, HAJIAR,
BRAZ, 2000; WHILEY, TAPSALL, SLOOTS, 2006; PELLATI et al., 2008).

O T. vaginalis pertence ao género Trichomonas e & familia Trichomonadidae. E um
protozoario flagelado, caracterizado por sua motilidade ondulante, de natureza parasitaria
obrigatdria devido a sua dependéncia por restos de tecido que contém acidos nucleicos e lipidios
presentes nas secreces do hospedeiro. Na maioria dos casos, a infec¢do é assintomética, mas
pode manifestar-se através de corrimentos vaginais malcheirosos, de cor amarelada, espumoso
e mucopurulento, acompanhado de prurido vulvar. A cérvice pode apresentar erosao e pontos
hemorragicos, conhecido como aspecto de morango. E um microrganismo que exibe tropismo
por células escamosas do trato urogenital e, por isso, a infeccdo de 6rgaos vizinhos como a
uretra, bexiga e endocérvice podem ocorrer além da vaginite, que é um dos sintomas
predominantes (SOOD; KAPIL, 2008; PREETHI et al., 2011; CDC, 2017c).

Diante do exposto, C. trachomatis, N. gonorrhoeae e Trichomonas vaginalis sdo agentes
patogénicos de transmissdo sexual associados a transmissdo, persisténcia e carcinogénese
induzida pelo HPV. Isso porque, a inflamag&o recorrente facilita a proliferagdo de células
malignas e, quando as células com material genético viral integrado fogem dos mecanismos
normais de controle do ciclo celular, desenvolve-se o cancer. Além disso, essas infecces sdo
comprovadamente facilitadoras da infec¢cdo pelo HIV (GOSH et al., 2016; CDC, 2017a).
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3.1 Geral

Investigar a diversidade microbiana do trato genital feminino em amostras cervicais
apresentando quatro diferentes situacdes clinicas e citologicas: 1. Microbiota vaginal autdctone;
Il. Microbiota vaginal apresentando Candidose Vulvovaginal (CVV); Ill. Microbiota vaginal
apresentando vaginose bacteriana (VB); IV. Microbiota vaginal apresentando lesdes pré-
malignas do colo do Utero.
3.2 Especificos
3.2.1 Caracterizar a populagéo de estudo para a composigéo de quatro grupos bem definidos e
caracterizados, de acordo com as situagdes a serem estudadas: 1. Microbiota vaginal autoctone;
Il. Microbiota vaginal apresentando CVV; Ill. Microbiota vaginal apresentando VB; IV.
Microbiota vaginal apresentando leses pré-malignas do colo do Utero;
3.2.2 Identificar fatores de risco potencialmente associados ao cancer cervical,
3.2.3 Diagnosticar, a nivel molecular, a presenca dos seguintes patégenos: HPV, TV, CT e NG;
3.2.4 Verificar a co-infeccdo dos patdgenos sexualmente transmissiveis detectados;

3.2.5 Identificar o tipo de HPV encontrado nos diferentes grupos de estudo;

3.2.6 Construir quatro bibliotecas de amplicons de regides do gene 16S rRNA a partir das

amostras cervicais;

3.2.7 Estimar a diversidade microbiana total nas quatro situacGes a serem estudadas;

3.2.8 Identificar as espécies bacterianas encontradas nas quatro bibliotecas construidas;

3.2.9 lIdentificar filotipos potencialmente associados a caracteristicas clinicas especificas

observadas nas pacientes.




4. MATERIAL E METODOS
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Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade  Federal do Amazonas (CEP/UFAM) conforme CAAE n°,
12240113.8.0000.5020.

4.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo do tipo transversal, que tem como objetivo investigar a
diversidade microbiana do trato genital feminino em amostras cervicais apresentando quatro
situacBes distintas: I. Microbiota vaginal autdctone; Il. Microbiota vaginal apresentando
vaginose bacteriana; I11. Microbiota vaginal apresentando candidose vaginal; IV. Microbiota

vaginal apresentando lesdes pré-malignas e malignas do colo do utero.

4.2 Universo de estudo

4.2.1 Populagdo de Referéncia

O estudo teve como alvo mulheres residentes no estado do Amazonas (AM) h4, pelo
menos, dois anos, atendidas pela rede puablica: Unidades Béasicas de Saude (UBS) Leonor
Mendonga de Freitas, O 08 e Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do Amazonas
(FCECON-AM), centro de referéncia na rede publica para mulheres que apresentam lesées pré-
malignas e malignas do colo do utero, localizadas na cidade de Manaus (AM), na zona oeste.

Essas mulheres foram convidadas a participar do estudo, recebendo explica¢bes quanto
aos objetivos, beneficios, riscos da pesquisa, confidencialidade dos registros e, as que
concordaram, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A)
e responderam a um questionario padronizado (Apéndice B), através do qual foi possivel tracar
o perfil sécio-econdmico, clinico e comportamental da populacdo de estudo. A partir deste
questionéario, foram avaliadas informagdes como idade, procedéncia, estado civil, nivel de
escolaridade, renda familiar, primeira relacdo sexual, primeira gravidez, nimero de abortos,
namero de gestacBes através de parto normal ou cesareo, uso de anticoncepcionais, habito de
fumar, assim também como o nlimero de parceiros sexuais.

As mulheres recrutadas para o estudo tiveram ainda que obedecer aos critérios de

inclusao e/ou exclusao.
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4.2.2 Critérios de Inclusdo e/ou Excluséo

4.2.2.1 Critérios de Inclusdo

- Mulheres sexualmente ativas (Jovens Adultas);

- Mulheres com diagndstico histopatologico de lesdo pré-malignas ou malignas do colo
do atero (LSIL, HSIL, Carcinoma invasor e Adenocarcinoma), no caso das mulheres que foram
recrutadas na FCECON-AM,;

- Mulheres com diagndstico citologico sem alteragdes malignas, incluindo esfregacos

citolégicos normais e/ou inflamatorios, no caso das mulheres que foram recrutadas nas UBS.

4.2.2.2 Critérios de Exclusdo

- Mulheres menopausadas;

- Mulheres que ja fizeram conizacgédo ou histerectomia total,

- Mulheres em uso de antimicrobianos e/ou antifungicos nos Gltimos quarenta e cinco
(45) dias;

- Mulheres que utilizaram duchas vaginais higiénicas;

- Mulheres gravidas;

- Mulheres em terapia de reposicdo hormonal.

4.2.3 Populagdo de Estudo

Participaram deste estudo 187 mulheres atendidas pela rede publica de salde, sendo 140
mulheres recrutadas nas UBS, as quais apresentavam citoldgicos normais e/ou inflamatério e
47 mulheres recrutadas na FCECON-AM, as quais apresentavam lesGes pré-malignas ou

malignas do colo do Utero.
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4.3 Fluxo de Procedimentos
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Figura 2: Fluxo de Procedimentos. Principais etapas para o desenvolvimento deste estudo (verde).

4.4 Coleta das Amostras e Extracdo do DNA genémico total

O material cervical referente a populacdo estudada foi coletado a partir de 3 sitios

diferentes: endocérvice, ectocérvice e fundo de saco posterior, em duplicata, no periodo de

outubro de 2013 a abril de 2014.

Nas UBS, as coletas foram realizadas pelas enfermeiras responsaveis pelo procedimento

dos exames preventivos. Para que ndo houvesse algum perigo de contaminacdo, as amostras

destinadas ao estudo molecular foram coletadas antes da confeccéo das laminas citologicas.

Na FCECON-AM, as coletas foram realizadas pessoalmente, sob a supervisdo do

médico responsavel pelo atendimento das mulheres encaminhadas, com resultados dos exames

citopatologico e histopatologico alterados. Essas mulheres foram acompanhadas desde o
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momento de sua primeira consulta, onde eram submetidas a colposcopia, Ultimo exame
confirmatorio para a existéncia de lesdes e, entdo abordadas para a participacdo no estudo. As
coletas foram realizadas ap6s 1 més, quando do retorno para a realizagdo da conizagdo do colo
do utero (procedimento cirdrgico em que um pedaco do érgdo, em formato de cone, é retirado
para a realizacdo de uma bidpsia que indicara se o tecido modificado foi excisado ou se outros
tipos de tratamento serdo necessarios).

Todas as amostras cervicais foram coletadas com o auxilio de espéculos, escovas
endocervicais descartaveis (cyto-brush) e espatulas de madeira, sendo transferidas para um
microtubo descartavel de 1,5 mL contendo 500 pL de solugao tampao TE (Tris-HCI 10 mM pH
8,0e EDTA 1 mM). No momento da coleta, foram realizados o teste do pH, com fitas medidoras
(Merck), a partir da amostra ainda nas escovas endocervicais e o0 Teste de Whiff (ou Teste das
aminas que consiste na reacdo das aminas, com a liberacdo de cadaverina e putrescina na
presenca de KOH a 10%, apresentando odor fétido semelhante a peixe podre) a partir da
amostra ainda nos espéculos utilizados para as coletas (GIRALDO et al., 2007).

As amostras destinadas a analise molecular foram mantidas em banho de gelo e
encaminhadas, no mesmo dia da coleta, ao Laboratério de Diagndstico Molecular (LAB-DM),
no Centro de Apoio Multidisciplinar (CAM), da UFAM, sendo armazenadas em freezer a -80°C
até o momento da extracdo do DNA, realizada de acordo com o protocolo do kit comercial
QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Biotecnologia do Brasil LTDA), com algumas modificaces
(ANEXO 1).

4.4.1 Citologia Oncotica

As laminas citolégicas contendo material ecto- e endocervical, fixado em &lcool 96°
foram confeccionadas, em duplicata, pelas enfermeiras responsaveis, conforme padrdo de
funcionamento das UBS e transportadas, pessoalmente, ao Laboratério de Referéncia da
Secretaria Municipal de Saude (SEMSA) Sebastido Ferreira Marinho, localizado na zona sul e
responsavel por toda a demanda dos laudos citopatoldgicos emitidos pela rede publica no
municipio de Manaus. Dessa forma, havia um controle das laminas pertencentes as participantes
do estudo, até mesmo, quanto ao tempo de retorno dos resultados, normalmente em torno de 60
a 90 dias, o qual era reduzido para 30 dias. As laminas citologicas foram lidas por dois
profissionais diferentes para a emissdo do laudo. Uma delas foi armazenada para a comparagéo

de laudos.
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4.5 Quantificacdo e Padronizagdo das Amostras Extraidas

A quantificagdo do material gendémico total foi realizada por espectrofotometria em
equipamento BioPhotometer® D30 (EPPENDORF), utilizando-se 2 uL de amostra. O DNA
gendmico total foi submetido a leituras nos comprimentos de onda de 260 nm, para avaliar a
concentracdo de DNA, e 280 nm, para estimar a contaminagdo com proteinas. Amostras que
apresentaram raz&o das leituras a 260/280 nm entre 1,5 e 2,0, demonstrando pureza adequada,
foram consideradas (MOREY et al., 2013). Apo0s a etapa de quantificacdo, todas as amostras
foram padronizadas em concentracdo de 20 ng/ul, por meio de diluigdes. As solucdes de

trabalho (20 ng/uL) foram armazenadas em freezer a -20°C e as amostras em freezer a -80°C.
4.6 Diagnostico Molecular de Patdgenos Sexualmente Transmissiveis
4.6.1 Diagnostico Molecular de HPV (PCR)

O diagnostico molecular do HPV foi realizado através de Nested-PCR (EVANDER et
al., 1992), que consiste em duas etapas de amplificagdo consecutivas tendo como alvo a regido

conservada L1 do genoma viral e utiliza os primers MY09/MY11 (MANOS et al., 1989) e
GP5+/GP6+ (SNIJDERS et al., 1990) (TABELA 1).

Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados para a detecgdo molecular do HPV

PRIMERS SEQUENCIA (5'—3’) PRODUTO
MYQ09 CGTCCMAARGGAWACTGATC
450 pb
MY 11 GCMCAGGGWCTATAAYAATGG
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC
150pb
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC

Posicdes nucleotidicas varidveis M=A ou C; R=A ou G, W=Aou T, Y=Cou T.

O sistema de reacdo utilizado na primeira amplificacdo (MY09/MY 11) para um volume
final de 25 L foi composto de: 13,6 uL de adgua ultrapura; 2,5 L de Tampéo da Enzima 10X;
0,8 pL de MgCl250 mM; 0,5 pL de dNTP 10 mM; 2,5 pL do primer forward MY09 5 pmol;
2,5 puL do primer reverse MY 11 5 pmol; 0,1 pL de Platinum® Tag DNA Polymerase 5U/uL e
2,5 uL da solucdo contendo a amostra de DNA.
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Para a segunda etapa de amplificagdo (GP5+/GP6+) foram utilizados como amostra 0s
produtos da PCR obtidos com os primers MY09/MY 11, tendo sido manipulados em outro
ambiente laboratorial.

O sistema de reacéo utilizado na segunda amplificacdo para um volume final de 25 pL
foi composto de: 15,1 pL de 4gua MilliQ; 2,5 uL do Tampéo da Enzima 10X; 0,8 uL de MgCI2
50 mM; 0,5 puL de dNTP 10 mM; 2,5 pL do primer forward GP5+ 5 pmol; 2,5 pL do primer
reverse GP6+ 5 pmol; 0,1 pL de Platinum® Tag DNA Polymerase 5U/uL; 1 pL do produto de
PCR da reacdo com MY09/MY11.

Para controle da reacdo, foi utilizado um branco de reagentes (com agua Milli-Q no
lugar da amostra) e um controle positivo com uma amostra conhecidamente positiva para HPV
(sequenciada) do banco de amostras do Lab-DM, CAM, UFAM. As reacOes de PCR para
deteccdo com MYQ09/MY 11 e GP5+/GP6+ foram realizadas de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2: Condig¢bes de amplificagdo para o diagnostico de HPV

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO
Desnaturagdo 95°C 10 min
Deshaturacéo 95°C 45 seg
Anelamento 55°C 45 seg 40 ciclos
Extensdo 72°C 40 seg
Extensdo Final 72°C 8 min
Manuten¢do/Hold 4°C Indefinido

Os produtos das PCR positivos para diagnéstico molecular de HPV foram sequenciados

para a identificacéo do tipo de HPV encontrado.

4.6.1.1 Purificagdo do Produto Amplificado

Todas as amostras amplificadas foram purificadas com o sistema que utiliza as enzimas
Exo-Sap (Exonuclease — Exo e Fosfatase Alcalina de Camardo - Sap) e que consiste na
eliminacdo de substancias ndo incorporadas durante a reacdo de amplificacdo tais como: sais,
primers e dNTPs.

O sistema de purificagdo para um volume final de 16,5 pL foi composto de: 15 pL de
produto de PCR (MY09/MY11 ou GP5+/GP6+); 0,5 pL de Agua Milli-Q; 0,4 pL da Enzima
Exo e 0,6 pL da Enzima Sap.

As amostras foram incubadas em termociclador Veriti (Life Technologies), durante 30

minutos a 37°C e 20 minutos a 65°C, temperaturas ideais para a acdo dessas enzimas.
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4.6.1.2 Reagédo de Sequenciamento

O sistema da reacao de sequenciamento para um volume final de 10 pL foi composto
de: 0,5 pL de Big Dye; 2 uL de Tampéo 5X; 0,64 puL Primer (podendo ser MY09 ou MY11 5
pmol ou GP5+ ou GP6+ 5 pmol); 4,86 pL de Agua Milli-Q; 2 pL do produto da PCR purificado.
As reacdes de sequenciamento foram realizadas de acordo com as condi¢fes mostradas

na Tabela 3 em termociclador Veriti (Applied Biosystems, Life Technologies).

Tabela 3:Condig¢des para a Reagdo de Sequenciamento

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO
Desnaturacéo 94°C 5 min
Desnaturacéo 96°C 15 seg
Anelamento 50°C 15 seg } 25 ciclos
Extenséo 60°C 4 min
Manutencdo/Hold 4°C Indefinido

4.6.1.3 Precipitacdo do produto da reacdo de sequenciamento e sequenciamento

A precipitacdo do DNA foi realizada utilizando-se do protocolo com Isopropanol/Etanol
(ANEXO 2). A ressuspenséo das amostras foi feita utilizando-se Formamida Hi-Di (Applied
Biosystems P/N 4311320) (ANEXO 3). Em seguida, as sequencias foram determinadas em
analisador genético ABI 3500 (Applied Biosystems), conforme metodologia padrdo do

fabricante.

4.6.1.4 Andlise das sequéncias

Os eletroferogramas foram conferidos em plataforma BioEdit Version 7.2.5 (Hall,
1999). Os dados brutos foram enviados, via internet, para conversao dos eletroferogramas
gerados apds o sequenciamento em sequéncias, utilizando-se do programa PHRED, atraves do
site: <www.bioinformatica.ufam.edu.br> (UFAM). O alinhamento das sequéncias foi realizado
com as sequéncias depositadas no Banco de Dados Mundial de Nucleotideos — GenBank,
utilizando-se o programa ClustalW. Para a confirmacéo e identificagcdo do tipo do HPV, foi
realizada uma comparacdo das amostras sequenciadas com as sequéncias depositadas, no
National Center for Biotechnology Information — NCBI utilizando-se o programa BLASTN
(ALTSCHUL et al., 1997) atraves do site: <www.ncbi.nlm.nih.gov>. Foram consideradas

validas as sequéncias com e-value menor que e°,
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4.6.2 Diagnostico Molecular de C. trachomatis (PCR)
Para o diagndstico de CT, a reacdo de PCR foi realizada utilizando-se os primers KL1
e KL2 (MAHONY et al., 1993), que tém como alvo o DNA plasmidial da C. trachomatis

(TABELA 4).

Tabela 4: Sequéncias dos primers utilizados para a diagndstico molecular de C. trachomatis

PRIMERS SEQUENCIA (5’—3’) PRODUTO
KL1 TCCggAgCgAgTTACgAAQA
241 pb
KL2 AATCAATgCCCgggATTggT

O sistema de reagéo utilizado para um volume final de 25 pL foi composto de: 13,4 pL
de 4gua Milli-Q; 2,5 pL de Tampao da Enzima 10X; 1 uL de MgS0O450 mM; 0,5 pL de dNTP
10 mM; 2,5 pL do primer forward KL1 5 pmol; 2,5 pL do primer reverse KL2 5 pmol; 0,1 pL
de Platinum® Tag DNA Polymerase 5U/uL e 2,5 pL da solucdo contendo a amostra de DNA.

Para controle da reacdo, foi utilizado um branco de reagentes (com agua Milli-Q no
lugar da amostra) e um controle positivo com uma amostra conhecidamente positiva para C.
trachomatis (sequenciada) do banco de amostras do LAB-DM, CAM, UFAM.

As reacOes de PCR para deteccdo molecular de CT utilizando os primers KL1/KL2

foram realizadas de acordo com a Tabela 5.

Tabela 5: Condicdes de amplificacdo para o diagnostico da C. trachomatis

ETAPAS TEMPERATURA  TEMPO
Desnaturacéo 94°C 30 seg
Desnaturacéo 94°C 30 seg
Anelamento 64°C 30 seg } 40 ciclos
Extenséo 68°C 2 min
Extensdo Final 68°C 5 min
Manutenc¢do/Hold 4°C Indefinido

4.6.3 Diagnostico Molecular do T. vaginalis (PCR)

Para o diagndstico molecular do TV foi realizada uma PCR touchdown utilizando os
primers BTUB9/BTUB2 (MADICO et al., 1998) que que tém como alvo uma regido bem
conservada do gene beta-tubulina do T. vaginalis (TABELA 6).

O sistema de reacéo utilizado para um volume final de 25 pL foi composto de: 17,1 pL
de agua Milli-Q; 2,5 pL de Tampéo da Enzima 10X; 0,8 puL de MgCl250 mM; 0,5 puL de dNTP
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10 mM; 1 pL do primer forward BTUB9 5 pmol; 1 pL do primer reverse BTUB2 5 pmol; 0,1
uL de Platinum® Tag DNA Polymerase 5U/uL e 2 uL da solucdo contendo a amostra de DNA.

Tabela 6: Sequéncias dos primers utilizados para o diagnéstico molecular do T. vaginalis

PRIMERS SEQUENCIA (5'—3’) PRODUTO
BTUB9 CATTgATAACGAAQCTCTTTACGAT
112 pb
BTUB2 GCATgTTgTgCCggACATAACCAT

Para controle da reacdo, foi utilizado um branco de reagentes (com agua Milli-Q no
lugar da amostra) e um controle positivo com uma amostra conhecidamente positiva para T.
vaginalis (sequenciada) do banco de amostras do LAB-DM, CAM, UFAM.

As PCR para a deteccdo do T. vaginalis utilizando os primers BTUB9/BTUB2 foram

realizadas de acordo com as condi¢6es descritas na Tabela 7.

Tabela 7: Condicdes da amplificacdo para o diagnostico de T. vaginalis

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO
Desnaturagéo 95°C 1 min 15 seg
Desnaturacéo 95°C 45 seg
Anelamento 62°C 45 seg 4 ciclos

Extensdo 72°C 1 min
Desnaturacédo 96°C 10 seg
Anelamento 61°C 15 seg g} 4 ciclos

Extensdo 60°C 1 min 30 se
Desnaturacao 96°C 10 seg
Anelamento 60°C 15 seg } 4 ciclos

Extensdo 60°C 2 min
Desnaturacéo 96°C 10 seg
Anelamento 59°C 15 seg } 4 ciclos

Extensdo 60°C 2 min
Desnaturacéo 96°C 10 seg
Anelamento 58°C 15 seg } 4 ciclos

Extensdo 60°C 2 min
Desnaturacéo 96°C 10 seg
Anelamento 57°C 15 seg } 4 ciclos

Extensdo 60°C 2 min
Desnaturacéo 96°C 10 seg
Anelamento 56°C 15 seg } 4 ciclos

Extensdo 60°C 2 min
Desnaturacéo 96°C 10 seg
Anelamento 55°C 15 seg } 4 ciclos

Extensdo 60°C 2 min
Desnaturacéo 96°C 10 seg
Anelamento 54°C 15 seg } 4 ciclos

Extensdo 60°C 2 min
Desnaturacao 96°C 10 seg
Anelamento 53°C 15 seg } 4 ciclos

Extensdo 60°C 2 min
Desnaturacéo 96°C 10 seg
Anelamento 52°C 15 seg } 20 ciclos

Extensdo 60°C 2 min

Manuten¢do/Hold 4°C Indefinido
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4.6.4 Diagnostico Molecular da N. gonorrhoeae (PCR)
Para o diagndstico molecular da NG foi realizada uma PCR utilizando os primers
PapF/PapR (WHILEY et al., 2004) que tém como alvo o pseudogene porA de N. gonorrhoeae

(TABELA 8).

Tabela 8: Sequéncias dos primers utilizados para o diagnéstico molecular da N. gonorrhoeae

PRIMERS SEQUENCIA (5°—3°) PRODUTO
PapF CggTTTCCgTgCgTTACgA
132 pb
PapR CTggTTTCATCTgATTACTTTCCA

O sistema de reacéo utilizado para um volume final de 25 pL foi composto de: 13,6 pL
de agua Milli-Q; 2,5 pL de Tampédo da Enzima 10X; 0,8 uL de MgCl250 mM; 0,5 uL de dNTP
10 mM; 2,5 pL do primer forward BTUB9 5 pmol; 2,5 pL do primer reverse BTUB2 5 pmol;
0,1 pL de Platinum® Taq DNA Polymerase 5U/uL e 2,5 uL da solucéo contendo a amostra de
DNA.

Para controle da reacdo, foi utilizado um branco de reagentes (com agua Milli-Q no
lugar da amostra) e um controle positivo com uma amostra conhecidamente positiva para N.
gonorroheae, cedida pela Fundacao Alfredo da Matta (FUAM).

As reacOes de PCR para deteccdo com PapF/PapR foram realizadas de acordo com as

condicdes descritas na Tabela 9.

Tabela 9: CondicGes de amplificacdo para o diagnostico de N. gonorroheae

ETAPAS TEMPERATURA  TEMPO
Desnaturacédo 95°C 5 min
Desnaturacéao 95°C 30 seg
Anelamento 55°C 30 seg } 35 ciclos

Extensdo 72°C 30 seg
Extensdo Final 72°C 5 min

Manuten¢do/Hold 4°C Indefinido

Todas as reacOes para a deteccdo de patdgenos sexualmente transmissiveis foram
realizadas em termociclador Veriti (Applied® Biosystems®, Life Technologies). Os produtos
das PCR para diagnostico molecular de HPV, C. trachomatis, T. vaginalis e N. gonorrhoeae
foram analisados em gel de agarose a 1,5% (MY09/MY1l) e 2,5% (GP5+/GP6+); 2%
(KL1/KL2); 2,5% (BTUB9/BTUB2) e 2% (PapF/PapR) (p/v), respectivamente, corado com 2
uL de brometo de etideo [1 pg/pL], em tampdo TEB 1X (Tris borato e EDTA), sob tensédo

elétrica de 80 a 100 Volts por, aproximadamente, 40 minutos. Foram aplicadas aliquotas com




Material e Métodos 48

volume final de 10 pL composto de: 5 puL do produto da PCR e 5 pL de tampéo de amostra
(Azul de bromofenol 0,5% e Glicerol 20%). Foi utilizado como marcador o ladder multiplo de
100 pb da Invitrogen Life Technologies. Os géis foram visualizados por fluorescéncia sob luz
Ultravioleta em transiluminador UVP™ e fotografados em sistema digital.

Os produtos amplificados foram armazenados a - 20°C.

4.6.5 Anélise Estatistica dos Resultados

Todas as analises estatisticas foram realizadas em parceria com a estatistica Gleici Jane
Sena Cruz da Secretaria Municipal de Saide — SEMSA Manaus.

A andlise da significancia de diferenca de propor¢es e posterior avaliacdo de existéncia
ou ndo de associacdo entre as variaveis qualitativas foi realizada utilizando-se o Teste Qui-
Quadrado de Pearson (x?) com simulacéo do p-valor e/ou o Teste Exato de Fisher, para os casos
em que a frequéncia esperada fosse inferior a cinco (p<0,05). Para as variaveis quantitativas foi
aplicado o Teste Kruskal-Wallis.

O nivel de significancia utilizado nos testes foi de 5% com um intervalo de confianca

de 95%. Todas as andlises foram feitas através do software R 2.9.0.

4.7 Diversidade Bacteriana

4.7.1 Composicao dos grupos de estudo

A composicado dos grupos de estudo foi realizada apds o término de coleta das 187
mulheres participantes desta pesquisa. Foram levados em consideracao os resultados dos testes
de pH e KOH, da citologia oncética, da histopatologia e colposcopia. Estes dois Gltimos,

realizados pelas mulheres que apresentavam les@es pré-malignas ou malignas do colo do utero.

4.7.1.1 Microbiota vaginal autéctone (Normal)

Para a composi¢do do grupo Normal, foram consideradas aptas mulheres que tiveram
resultado negativo para o Teste de Whiff, realizado durante a coleta e mulheres que
apresentaram resultados citopatoldgicos sem evidéncias de patdgenos. Foram excluidas as
mulheres que relataram a ocorréncia de lesdes pré-malignas ou malignas do colo do utero

anteriormente a participacdo nesta pesquisa.
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4.7.1.2 Microbiota vaginal apresentando candidose vaginal (Candida)

Para a composicao do grupo Candida foram consideradas aptas mulheres que relataram
a presenca de corrimento branco espesso e grumoso, acompanhado de coceira, confirmada pela
observacdo durante o exame especular, as vezes em grande quantidade e aderido a parede
vaginal e/ou ao colo; mulheres que apresentaram resultados negativos para o Teste de Whiff; e
mulheres que apresentaram resultados citopatolégicos com evidéncia de candidose
vulvovaginal e excluindo a possibilidade da presenca de lesGes pré-malignas ou malignas do
colo do utero, bem como de qualquer outro patdgeno. Foram excluidas as mulheres que
relataram a ocorréncia de lesbes pré-malignas ou malignas do colo Utero, anteriormente a

participacao nesta pesquisa.

4.7.1.3 Microbiota vaginal apresentando Vaginose Bacteriana (\VVaginose)

O diagndstico da vaginose bacteriana pode ser determinado pela ocorréncia de, pelo
menos, trés dos quatro critérios descritos por Amsel et al. (1983), a saber: (1) o pH vaginal
basico com resultados acima de 4,5, realizado com fita reagente especifica, apos cerca de um
minuto em contato com o contetdo vaginal; (2) a observacdo de corrimento com aspecto
homogéneo ou microbolhoso, podendo apresentar cor branca, acinzentada ou amarelada; (3) a
positividade para o Teste de Whiff, e (4) no citoldgico, a auséncia de lactobacilos e a
apresentagdo de células epiteliais vaginais com sua membrana recoberta por bactérias (“clue
cells”), que aderem a membrana celular e tornam o seu contorno granuloso e impreciso
(SILVA; LONGATTO, 2000).

Assim, para a composicado do grupo Vaginose, foram consideradas aptas mulheres que
apresentaram pH vaginal acima de 5,0 com resultado positivo para o Teste de Whiff, ambos
realizados durante a coleta; e mulheres que apresentaram resultados citopatolégicos indicando
a presenca de bacilos supracitoplasmaticos e/ou sugestivo de Gardnerella e Mobiluncus,
excluindo a possibilidade da presenca de lesdes pré-malignas ou malignas do colo do Utero,
bem como de, bem como de qualquer patogeno. Foram excluidas as mulheres que relataram a
ocorréncia de lesdes pré-malignas ou malignas do colo Gtero, anteriormente & participacdo nesta

pesquisa.
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4.7.1.4 Microbiota vaginal apresentando lesdes pré-malignas e malignas do colo do Gtero

(Leséo)

As amostras com lesdes pré-malignas e malignas do colo do utero, foram coletadas no
FCECON-AM, apos verificacdo de resultados citopatoldgicos e histopatologicos, confirmados
pela colposcopia. Ndo foram excluidas as mulheres que relataram a presenca de outras doencas
sexualmente transmissiveis, devido a facilidade de concomitancia por causa do estado em que

Se encontravam.

4.7.2 Construcéo das Bibliotecas de Amplicons

4.7.2.1 Desenho dos Primers

Os primers utilizados para a construgédo das bibliotecas de amplicons foram desenhados
com base nas sequéncias nucleotidicas de regides altamente conservadas do gene 16S rRNA
bacteriano, adjacentes as regides hipervariaveis V1 e V2, as quais tém sido exploradas nos mais
diversos estudos de diversidade microbiana do trato genital feminino (ANUKAM et al., 2005;
SPEAR et al., 2008; HMPC, 2012; DRELL et al, 2013; FETTWEIS et al.,, 2014;
VERSTRAELEN et al., 2016). Para tanto, foram utilizadas as sequéncias dos primers
universais 27F e 338R (MATILLA et al., 2012), que amplificam um fragmento de
aproximadamente 330 pb. Tanto o primer forward quanto o primer reverse foram modificados
pela adicédo de um PGM sequencing adapter A
(5’CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG3’) e um PGM sequencing adapter P1
(5’CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATS3’), respectivamente ¢ 20 barcodes diferentes (10
adicionados aos primers foward e 10 adicionados aos primers reverse), gerando 100
combinacBes de barcodes diferentes e tendo-se o cuidado de respeitar a leitura maxima da
plataforma utilizada (~480 pb). Foram utilizados como critérios para a selecdo dos primers,
intercomplementaridade, intracomplementaridade, Temperatura média de anelamento (Tm) e
percentual de GC das sequéncias apos serem analisadas e editadas com o auxilio dos programas
Primer3, PerlPrimer e BioEdit 7.5.0.3 (HALL, 1999; ROZEN; SKALETSKY, 2000;
MARSHALL et al., 2000).
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4.7.2.2 Preparo das Bibliotecas de Amplicons (PCR)

A padronizacdo das reagdes para o preparo das bibliotecas de amplicons e subsequente
construcao das bibliotecas foram realizadas em termociclador Veriti (Applied Biosystems, Life
Technologies).

O sistema de reacdo utilizado para um volume final de 30 pL foi composto de: 21,3 uL
de agua Milli-Q; 3 pL de Tampé&o da Enzima 10X; 0,9 uL de MgCl250 mM; 0,6 uL de dNTP
10 mM; 1 pL do primer forward 5 pmol; 1 uL do primer reverse 5 pmol; 0,2 L de Platinum®
Taq DNA Polymerase 5U/ul Taq polimerase 5U/pL e 2 puL da solucdo contendo a amostra de
DNA. Para controle da reacéo, foi utilizado um branco de reagentes (com agua Milli-Q no lugar
da amostra).

Para o inicio da construcdo das bibliotecas de amplicons, foi necessario realizar uma
padronizacdo das condigdes de PCR que seriam realizadas, que envolveram quantidade de
ciclos da reacédo, temperatura de anelamento, tempo de anelamento e extenséo, quantidade dos
primers e amostras de DNA utilizados.

Apos a padronizacdo, as reacdes de PCR para a construgdo das bibliotecas de amplicons

foram realizadas de acordo com as condicdes descritas na Tabela 10.

Tabela 10: Condicbes de amplificagdo para a construgdo das bibliotecas de amplicons

ETAPAS TEMPERATURA  TEMPO
Desnaturacéo 95°C 30 seg
Desnaturagéo 94°C 15 seg
Anelamento 60°C 30 seg } 30 ciclos
Extensédo 72°C 15 seg
Extensdo Final 72°C 5 min
Manuten¢do/Hold 4°C Indefinido

Mesmo padronizadas, as condicdes precisavam ser modificadas todas as vezes que uma
caixa nova de enzima era utilizada, ainda que esta enzima pertencesse ao mesmo fabricante
e/ou ao mesmo lote.

Todas as reacOes foram realizadas em triplicata, de maneira individualizada, para o
aumento de chances de representatividade da diversidade nos produtos obtidos e facilitacdo das
repeticdes de PCR, quando necessario (caso ndo houvesse amplificacdo ou a evidéncia de
anelamentos inespecificos).

Os produtos das PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5% (p/v) em solucéo,
corado com 2 pL de brometo de etideo [1 pg/pL], em tampdo TEB 1X (Tris borato e EDTA),

sob tensdo elétrica de 80 a 100 Ampéres por, aproximadamente, 40 minutos. Foram aplicadas
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aliquotas com volume final de 10 pL composto de: 5 pL do produto da PCR e 5 pL de tampéo
de amostra (Azul de bromofenol 0,5% e Glicerol 20%). Foi utilizado como marcador o ladder
maltiplo de 100 pb da Invitrogen Life Technologies. Os geéis foram visualizados por
fluorescéncia sob luz Ultravioleta em transiluminador UVP™ e fotografados em sistema
digital.

Os produtos amplificados foram armazenados a - 20°C.

4.7.2.3 Quantificacdo e Purificacdo das Bibliotecas de Amplicons

Os produtos de PCR foram quantificados, individualmente, por fluorimetria em
Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies), de acordo com as instru¢fes do fabricante. A
partir dos resultados obtidos, foram realizadas dilui¢cdes individualizadas para que os produtos
apresentassem concentracoes iguais a 1 ng/pL. Em seguida foi realizado um pool equimolar
das bibliotecas a fim de serem purificadas, etapa que consistiu da eliminacdo de substancias
nédo incorporadas durante a reacdo de amplificacdo tais como: sais, primers e dNTPs e que se
fez extremamente necesséaria frente a alta sensibilidade do sequenciamento em plataforma
PGM, utilizando-se o kit Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter™), de acordo com o

manual do fabricante.

4.7.3 Sequenciamento

Foi realizada uma randomizacdo das amostras que seriam sequenciadas utilizando o
programa R (2015), com o intuito de se obter uma representatividade através da igual
distribuicdo das amostras, caso houvesse algum tipo de perda durante os procedimentos
realizados.

Algumas amostras foram excluidas por ndo apresentarem quantidade suficiente de
material para a construcdo das bibliotecas de amplicons do gene 16S rRNA, devido ao arduo
processo realizado em prol da padronizacdo das PCR.

O preparo do template e amplificacdo clonal foi realizado de acordo com o protocolo do
fabricante: “Prepare Template-Positive lon PGM Template OT2 400 lon Sphere Particles
(ISPs)”. Nesta etapa, foram utilizados reagentes ¢ materiais dos kits “lon PGM Template OT2
Reagents 400”7, “lon PGM Template OT2 Solutions 4007, “lon PGM Template OT2 Reactions
400” e “lon PGM Template OT2 Supplies 400”. As reagdes de PCR clonal foram realizadas no

equipamento lon OneTouch 2 (Life Technologies).
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A amplificacdo clonal ou PCR de emulséo tem por objetivo gerar muitas copias de cada
amplicon da biblioteca. Nesse processo, cada fragmento € amplificado em microreatores
formados por emulsdo em éleo, os quais contém os reagentes de PCR e pequenas esferas (ISPs)
cobertas com o primer P1 (sequéncia complementar ao adaptador P1). Esta etapa consiste na

fixacdo dos clones no template as beads (FIGURA 3).

microrreatores

Figura 3: Esquema demonstrativo da PCR clonal ou de emuls&o, em que os fragmentos sao ligados as
lonSpheres (pequenas esferas) através de primers P1 (sequéncias complementares ao adaptador P1), que
se encontra na superficie das esferas. Um Gnico fragmento se liga a uma determinada esfera. Essas esferas
sdo capturadas individualmente em goticulas oleosas (microreatores) onde a PCR em emulsdo ocorre.
Nesse processo, sdo gerados milhares de copias de cada fragmento. Fonte: MARDIS, 2008.

Ao final da PCR em emulséo, o produto foi lavado, para ser usado no enriquecimento
do template, de acordo com o protocolo do fabricante: “Enrich the Template-Positive lon PGM
Template OT2 400 lon Sphere Particles (ISPS)”. O enriquecimento foi realizado no
equipamento lon OneTouch ES (Life Technologies), utilizando-se os reagentes e materiais dos
Kits “lon PGM Template OT2 Solutions 400, “lon PGM Template OT2 Supplies 400~ e “lon
PGM Enrichment Beads . Nessa etapa, as esferas que incorporaram fragmentos durante a PCR
clonal hibridizam com beads magnéticas e, durante a lavagem, sdo eliminadas as esferas que
ndo incorporaram qualquer fragmento. Apds a etapa de enriquecimento, as esferas hibridizadas
foram utilizadas para o carregamento do chip lon 318 v2 a fim de serem sequenciadas utilizando
a plataforma lon Personal Genome Machine® (PGM™) System (Life Technologies),
utilizando-se os reagentes e materiais dos kits “lon PGM Sequencing Reagents 400”, “lon PGM
Sequencing Solutions 400 e “lon PGM Sequencing Supplies 400”.

Uma vez feito o carregamento do chip, as esferas enriquecidas foram incorporadas,
individualmente, em cada um dos milhares de pogos que compdem o chip. No sequenciamento
PGM, a reacdo de polimerizacdo gera um préton (H*) que altera o pH do meio. Essa alteragédo
é detectada diretamente por um transistor, que a converte em um sinal elétrico. Cada poco tem

um sensor de pH e a deteccdo é dada por fluxos continuos das bases, onde a injecao de cada
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uma se da individualmente seguida de uma lavagem (VARUZZA, 2016), conforme observado

na Figura 4.

Figura 4: Sequenciamento em lon Torrent. A. Esquema demonstrando a incorporacdo de uma Unica
ISP para cada pogo do lon Chip 318 v2. B. Durante o sequenciamento, a Taq polimerase incorpora uma
base sendo entdo liberado um fosfato e um H*, o qual é detectado por um sensor de pH que transforma a
mudanca de pH em um sinal elétrico. Fonte: MARDIS, 2008; VARUZZA, 2016.

4.7.4 Andlise Bioinformatica

A andlise bioinformatica foi realizada em parceria com a Dra. Tainad Raiol Alencar da
Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ Brasilia.

Os dados gerados a partir do sequenciamento foram processados pelo software Torrent
Suite (plataforma PGM) e armazenados em formato BAM, sendo convertidos em formato
FASTAQ, contendo as sequéncias brutas e seus respectivos valores de qualidade. Em seguida,
essas sequéncias foram avaliadas quanto a sua qualidade e presenca de adaptadores por meio
do programa FastQC v0.11.2 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e
sequéncias com média de valores de qualidade PHRED inferior a 20 foram removidas com o
programa PRINSEQ (SCHMIEDER; EDWARDS, 2011). Scripts na linguagem de
programacao Perl foram desenvolvidos para a separacdo das sequéncias por amostra e remog¢ao
de barcodes. A identificacdo destes foi feita admitindo-se até um erro de nucleotideo na
comparagdo com as sequéncias.

Para a anélise de diversidade foi utilizado o software QIIME v1.8 (CAPORASO et al.,
2010a), que consiste em um pacote de programas para a analise comparativa de comunidades
microbioldgicas, tendo como principais objetivos a classificacdo de espécies, analise
filogenética e de biodiversidade, analise funcional e estatistica. As sequéncias que atenderam
aos critérios de classificacdo e qualidade foram alinhadas contra as sequéncias disponiveis no
banco de dados do GreenGenes pelo método PyNAST (CAPORASO et al., 2010b), e as

sequéncias validas foram classificadas em unidades taxonémicas operacionais (UTQOs),
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assumindo-se 97% como valor limite de similaridade pelo método UCLUST. Em seguida, 0s
dados obtidos foram entdo submetidos a analise de diversidade alfa pelos indices de Shannon,
Simpson e Chaol. Curvas de rarefacdo foram geradas para avaliacdo da riqueza de espécies por
meio de amostragens de igual tamanho de cada amostra e verificagdo do aumento no nimero
de UTOs unicas por condicdo experimental. Além disso, medidas de diversidade beta foram
calculadas usando a técnica de Jackknife, que consiste na reamostragem de um subconjunto de
dados de profundidade referente a 75% da menor amostra, sendo produzidas 10 reamostragens
(repeticdes) para cada amostra. Em seguida, foram calculadas as matrizes de distancia para cada
conjunto de dados e utilizadas como base para o agrupamento hierarquico com UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) e componentes de PCoA (Principal
Coordinates Analysis), para avaliar o grau de variagao entre as repeti¢oes, exibida por elipses
de confianga. O pacote do R phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013) foi utilizado para as
analises complementares em diferentes niveis taxondmicos e representacdo grafica dos

resultados obtidos.
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ABSTRACT. Sexually transmitted infections are an important cause
of morbidity among sexually active women worldwide, and have
been implicated as cofactors in the pathogenesis of cervical cancer.
We investigated the prevalence of human papillomavirus (HPV),
Chlamydia trachomatis (CT), and Trichomonas vaginalis (TV), and
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accessed the diversity of HPV in women with normal and abnormal
cytology in Manaus, Brazil. We used polymerase chain reaction and
HPV genotyping by direct sequencing. The chi-square test was used
to calculate the absolute and relative frequencies of the categorical
variables, and Fisher’s test was used when P < 0.05. The level of
significance was set at 5%. All statistical analyses were performed
using R 2.9.0. There were statistically significant differences in age (P
= 0.0395), education level (P = 0.0131), sexual partners (P = 0.0211),
condom use (P = 0.0039), marital status (P < 0.0001), and pregnancy
(P =10.0003) between the normal and abnormal groups. HPV DNA was
found in 36.56 and 93.88% of subjects in the normal and abnormal
groups, respectively. A total of 19 genotypes were detected; HPV16
was the most common, followed by HPV58. The percentages of TV
and CT DNA were 18.04 and 9.02% in the normal group, respectively.
The percentages of HPV/TV and HPV/CT coinfection were 12.5%
each in women with normal cytology. These findings improve our
understanding of HPV, CT, and TV, and the distribution of HPV types,
which may be relevant to vaccination strategies for protecting women
from the north of Brazil from cervical cancers and precancerous lesions.

Key words: Human papillomavirus; Chlamydia trachomatis,
Trichomonas vaginalis; Polymerase chain reaction; Prevalence

INTRODUCTION

Cervical cancer is the second most common cancer in women in developed countries,
and it is estimated that there are 530,000 new cases each year [WHO (World Health
Organization), 2016). In Brazil, it is estimated that there were 16,340 new cases in 2016, with
a risk factor of 15 cases per 100,000 women. Excluding non-melanoma skin tamors, cervical
cancer is the most prevalent cancer in the north region of Brazil, unlike in other Brazilian
regions, with an incidence of 23.97/100.000 women [INCA (Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva), 2015]. Persistent infection with human papillomavirus (HPV) is the
principal cause of cervical cancer and its precursor, cervical intraepithelial neoplasia.

According to their oncogenic potential, the different types of HPV are classified as
low-risk viruses (LR-HPV: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, and 89), high-risk viruses
(HR-HPV: 16, 18,31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, and 82), and probably high-risk
viruses (pHR-HPV: 26, 53, and 66) (de Villiers et al., 2004; Muiioz et al., 2006). Both oncogenic
and non-oncogenic types of HPV can cause low- and high-grade squamous intraepithelial
lesions (LSIL and HSIL, respectively), and may or may not lead to the development of cervical
cancer. HPV16 and 18, however, are responsible for 50 and 20% of all cases of cervical cancer
worldwide, respectively (Burk et al., 2009). Although they are very common among young
women, the majority of HPV infections are transient, and only a small percentage of women
develop a persistent infection (Giuliani et al., 2006).

According to World Health Organization (WHO, 2016), more than one million
sexually transmitted infections (STIs) are acquired every day. Every year, approximately 357
million new infections of Chlamydia trachomatis (CT) and Trichomonas vaginalis (TV),
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which are the most common causative agents of STIs, are reported. Pathogens that can be
transmitted sexually have been implicated as cofactors in the pathogenesis of cervical cancer
(WHO, 2008; INCA, 2015).

The objectives of this study were to investigate the prevalence of HPV, CT, and TV,
and to access the diversity of HPV types. We used the polymerase chain reaction and HPV
genotyping by direct sequencing in women with normal and abnormal cytology who used
health services in Manaus, Amazonas, Brazil.

MATERIAL AND METHODS
Study groups

A total of 180 women who used public health services were recruited between October
2013 and April 2014 in Manaus, Amazonas, Brazil. Of those women, 133 were recruited from
basic health units and 47 were recruited from the Amazon State Foundation Oncology Control
Center (FCECON-AM), which is a reference hospital for cancer treatment in the city. The
subjects presented with cytopathological, histopathological, and colposcopic indications of
uterine cervical pathologies. All subjects were informed about the objectives, benefits, and
risks of this study. Recruitment was by invitation and the subjects were required to answer a
socio-economic-cultural questionnaire. Informed consent was obtained from all participants.
The study was approved by the Human Research Ethics Committee of the Federal University
of Amazonas (CAAE No. 12240113.8.0000.5020).

Sample collection and DNA extraction

Cervical samples were collected using a cytobrush and re-suspended in a 1.5-mL
microtube containing 400 uL TE buffer comprising 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, and 1 mM EDTA.
They were then immediately transported on ice to the Laboratory of Molecular Diagnosis in
the Federal University of Amazonas (UFAM), and stored at -80°C until required.

DNA was extracted from the cervical samples using a QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen,
Brazil) following the manufacturer instructions. DNA concentrations were estimated using a
BioPhotometer D30 spectrophotometer (Eppendorf, Brazil) by measuring the absorbance at
260 and 280 nm. The samples were then stored at -20°C until required for further processing.

Polymerase chain reaction (PCR) for HPV DNA detection and genotyping

HPV detection was carried out using nested-PCR (nPCR). The first reaction was
performed using MY09/MY 11 primers (Manos et al., 1989) to amplify a 450-bp fragment. The
final volume of the reaction mixture was 25 pL, comprising 2.5 pL DNA, 2.5 pL 10X reaction
buffer, 0.8 pL 50 mM MgCl,, 0.5 uL 10 mM dNTP, 2.5 pL each primer (5 pmol/uL), 0.1 pL s5uU/
pL Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Brazil), and 13.6 pL Milli-Q water.

The second reaction was performed using GP5+/GP6+ internal primers (Snijders et
al., 1990), which amplified a 150-bp fragment. The final volume of the second reaction mixture
was 25 pL, comprising the sample (1 pL), 2.5 pL 10X reaction buffer, 0.8 uL 50 mM MgCl,,
0.5 uL 10 mM dNTP, 2.5 pL each primer (5 pmol/uL), 0.1 pL 5U/pL Platinum® Taq DNA
Polymerase (Invitrogen, Brazil), and 15.1 pL Milli-Q water to complete the final volume. The
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conditions for both reactions were as follows: 95°C for 1 min; 40 cycles of 95°C for 1 min,
55°C for 1 min, and 72°C for 1 min; and a final extension for 5 min at 72°C.

The PCR products from all positive HPV DNA samples were purified using the
ExoSap protocol (GE Healthcare, Brazil) and prepared for sequencing in a final volume of 10
uL, comprising the sample (2 pL), 0.5 pL. BigDye™ Terminator, 2 pL 5X reaction buffer, 0.64
uL 5 pmol primers (MY09, MY11, GP5+, or GP6+), and 4.86 plL Milli-Q water. The reaction
conditions were as follows: 94°C for 1 min; and 25 cycles of amplification at 96°C for 15 s,
50°C for 15 s, and 60°C for 4 min.

Sequencing was performed on an ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) according to the manufacturer recommendations. The sequences
were edited and aligned using version 7.2.5 of BioEdit (Hall, 1999), and compared with the
sequences included in the GenBank database.

PCR for C. frachomatis DNA detection

C. trachomatis PCR detection was performed using KL1/KL2 primers (Mahony
et al., 1993) to amplify a 241-bp fragment of a plasmid DNA of C. trachomatis. The final
reaction volume (25 pL) comprised 2.5 pL. DNA, 2.5 pL 10X reaction buffer, 1 pL 50 mM
MgSO0,, 0.5 pL 10 mM dNTP, 2.5 pL each primer (5 pmol/pL), 0.1 pL 5 U/pL Platinum® Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, Brazil), and 13.4 pL Milli-Q. The reaction conditions were as
follows: 94°C for 30 s; 40 cycles of amplification at 94°C for 30 s, 64°C for 30 s, and 68°C for
2 min; and a final extension for 5 min at 68°C.

PCR for I. vaginalis DNA detection

The DNA of T. vaginalis was detected using a touchdown method, and BTUBY/
BTUB2 primers (Madico et al., 1998) were used to amplify a 112-bp fragment of a beta-
tubulin gene of T. vaginalis. The final volume of the reaction mixture was 25 pL, comprising
2 pL DNA, 2.5 pL 10X reaction buffer, 0.8 L 50 mM MgCl,, 0.5 pL 10 mM dNTP, 1 pL
each primer (5 pmol/uL), 0.1 pL 5 U/pL Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Brazil),
and 17.1 pL Milli-Q water. The reaction conditions were as follows: 95°C for 75 s; 60 cycles
of denaturation at 95°C for 45 s; annealing starting at 62°C and ending at 52°C for 45 s; and
extension at 72°C for 1 min. The annealing temperature was lowered by 1°C every four cycles
until it reached 52°C, and this annealing temperature was then maintained until the end of the
cycling process.

All PCR reactions were performed in a Veriti thermocycler (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Water was included as a negative control, and a previously sequenced
and tested sample was used as a positive control. The amplified products for the molecular
diagnosis of HPV,, C. trachomatis, and T. vaginalis were resolved by electrophoresis on 1.5%
MYO09/MY11), 2.5% (GP5+/GP6+), 2% (KL1/KL2), and 2.5% (BTUB9/BTUB2) agarose
gels containing ethidium bromide (0.5 mg/mL), and visualized with a transilluminator. The
images were captured using an Olympus SP-500UZ digital camera.

Statistical analysis

We used the chi-square test to calculate the absolute and relative frequencies of the
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categorical variables, whereas we used Fisher’s test when P values were less than 0.05. The
mean and standard deviations were calculated for the quantitative variables using the Kruskal-
Wallis test. The level of significance was set at 5%. All statistical analyses were performed
using the R 2.9.0 software package.

RESULTS

We recruited 180 women who used the public health service. These women were
divided according to cytopathological and histopathological findings. The normal group
comprised 133 (73.88%) women who presented with inflammatory cytology, whereas the
abnormal group comprised 23 (16.11%) with HSIL and 18 (10%) with LSIL. Table 1 shows
the demographic, clinical, and molecular findings, and the relationship between the normal
and abnormal status of the women in this study.

Table 1. Relationship between :distﬁbutiori 'o,_f the studied risk fat‘:tors‘anq normal or abnomial cﬁology status. -

Ch isti Abnormal cytology Normal cytology P value
N % N %
_Age (years) 0.0395
16-20 2 4.25 21 5.78
21-30 10 21.27 43 2.33
3140 A4 51.06 47 5.33
41-50 11 23.40 21 15.78
_Education level 0.0131
Primary 2 44,67 29 2179
High 22 46.80 77 56.38
Graduate 4 8.50 22 16.53
Age at firsti 0.4953
12-15 20 42.55 55 41.35
16-20 25 53.19 60 45.11
21-30 2 4.25 12 9.02
Sexual partners 0.0211
1-2 1 23.40 51 38.34
34 5 3191 - 47 3533
>5 21 44.68 31 23.30
Condom use 0.0039
No 9 19.14 57 42.86
Yes 37 78.72 76 57.14
Sometimes 1 212 0
Marital status <0.0001
No 1 319 57 42.85
Yes 32 68.08 75 56.38
Pregn 0.0003
No 3 6.38 27 20.30
Single 3 6.38 27 20.3
Double 7 14.8% 30 22.55
Multiple (3-9) 34 7234 49 36.84
Smoking history 02574
Never 32 69.08 93 69.92
Current 2 425 10 7.51
In the past 13 27.65 22 16.54
Presence of HPV <0.0001
No 3 6.38 85 63.90
“Yes 44 93.6 48 36.09
_Presence of CT 0.0364
No 47 100.0 121 90.97
Yes 0 0.00 12 9.02
Presence of TV 0.0039
No 47 100.0 103 81.95
Yes 0 0.00 24 18.04

HPV: human papillomavirus. CT: Chlamydia trachomatis. TV: Trichomonas vaginalis.
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There were statistically significant differences in age (P = 0.0395), education
level (P = 0.0131), number of sexual partners (P = 0.0211), condom use (P = 0.0039),
marital status (P < 0.0001), and pregnancy (P = 0.0003) between the normal and abnormal
groups. The percentages of HPV DNA were 36.56% (48/133) and 93.88% (46/49) in the
normal and abnormal groups, respectively. The percentages of TV and CT DNA were
18.04% (24/133) and 9.02% (12/133) in the normal group, respectively. Table 2 shows
that a total of 19 different HPV types were detected in this study: 7 HR, 6 LR, 3 pHR, and
3 undetermined risk (UR).

Table 2. Distribution of human papillomavirus (HPV) genotypes and coinfections with Zrichomonas vaginalis
(TV) and Chlamydia trachomatis (CT). S 5 : :

Genotypes Abuormal cytology Normal cytology
HPV HPV TV/HPV CT/HPV
N % N % N % N %
HR 16 20 4545 15 31.25 1 16.66 2 33.33
18 - - 1 2.08 - - -
31 3 6.81 2 4.16 - - - -
33 4 9.09 2 4.16 1 16.66 -
52 1 227 - - - - -
58 8 18.18 4 8.33 - - - -
59 - - 1 2.08 - - 1 16.66
_pHR 53 2 454 3 6.25 - - - -
66 - - 2 4.16 1 16.66 1 16.66
82 - - 1 2.08 - - - -
IR 6 1 227 - - - -
54 - - 1 208 - - - -
61 - 3 625 - - - -
70 - - 3 6.25 1 16.66 i 16.66
72 1 227 1 2.08 - - - -
81 - - 2 4.16 - - - -
UR 62 - - 1 2.08 1 16.66 - -
83 1 227 - - - - s - -
102 1 227 1 208 1 16.66 1 16.66
Not identified 2 454 5 1041 - - - -
Total | 4 43 6

HR: high risk; pHR: probable high risk; LR: low risk; UR: undetermined risk.

The prevalence of HR HPV was 81.6% (36/44) in the abnormal group and 52.06%
(25/48) in the normal group. HPV16 was seen as the most common type in women with
abnormal cytology (20/44, 45.45%), followed by (in order of decreasing frequency): HPVS58
(8/44, 18.18%); HPV33 (4/44, 9.09%); HPV31 (3/44, 6.81%); HPV53 (2/44, 4.54%); and
HPV52, 6, 72, 83, and 102 (1/44, 2.27%). HPV16 was the most common type in the women,
even with normal cytology (15/48, 31.25%), followed by (in order of decreasing frequency):
HPVS58 (4/48, 8.33%); HPV53, 61, and 70 (3/48, 6.25%); HPV31, 33, 66, and 81 (2/48,
4.16%); and HPV18, 59, 82, 54, 72, 62, and 102 (1/48, 2.08%). The percentages of HPV/TV
and HPV/CT coinfections were both 12.5% (6/48).

Table 3 shows the HPV types found in the women with abnormal cytology. HPV DNA
was detected in 93.61% (44/47) of women with abnormal cytology, in 36.36% (16/44) with
LSIL, and 63.63% (28/44) with HSIL.
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Table 3. Association between histopathclogy and human papillomavirus (HPV) positivity.

Genotypes LSIL (N=18) HSIL (N =29)
N % N %
HR 16 6 3333 14 4827
3 3 1034
33 73 11.11 2 6.39
52 : 1 5.55
58 4 22.22 4 13.79
pHR 53 2 6.89
LR 6 1 5.55
72 1 344
UR 83 1 5.55
102 1 3.44
Not identified 1 1
No HPV detected 2 1
Total | 18 29

HR: high risk; pHR: probable high risk; LR: low risk; UR: undetermined risk; LSIL: low-grade squamous
intraepithelial lesion; HSIL: high-grade squamous intraepithelial lesion.

DISCUSSION

In the present study, we determined the prevalence of HPV, CT, and TV infections in
women who attended public health services in Manaus, Amazonas, Brazil. We found a HPV
detection rate of 36.09% in women with normal cytology and, as expected, 93.61% in women
with premalignant and malignant cervical lesions. The prevalence of HPV in women with
normal cytology was greater than the prevalence rates reported in the last ten years that range
from 13 to 35% among women with normal cytology (Fedrizzi et al., 2008; Femandes et al.,
2009; Lippman et al., 2010; Oliveira et al., 2011; Castro et al., 2011; Rocha et al., 2014; Santos-
Filho et al., 2016). Similarly, the rates of occurrence described for women with premalignant
and malignant cervical lesions in the last 10 years were lower than those demonstrated in this
study (de Paula et al., 2007; Paesi et al., 2009; Oliveira-Silva et al., 2011; Gurgel et al., 2013;
Freitas et al., 2014). The most prevalent HR-HPV types were 16, 58, 33, and 31, both in the
women with normal cytology and those with premalignant and malignant cervical lesions. The
results corroborate the data described by Castro et al. (2011) and Rocha et al. (2014) for the
State of Amazonia, which demonstrated high genotypic diversity. The prospective studies have
shown that HPV-positive women are at higher risk of developing HSIL-like lesions than HPV-
negative women (Khan et al., 2005). These risks increase with the presence of HPV types
that are phylogenetically related to HPV16 and HPV18. Precancerous lesions can develop in
women without any type of cytopathological abnormality up to two years after the detection of
HPV16 or HPV18 DNA (Mufioz et al., 2006). Table 3 shows the types of HPV found in women
with premalignant and malignant cervical lesions; in the majority of lesions, HSIL type 16
was present and no type 18 was detected in any of the groups. Although HPV infection is very
common, less than 10% of women with an oncogenic type develop some kind of lesion, leading
to the belief that the presence of HPV is necessary but not sufficient for the development of
these lesions. Therefore, it is a risk cofactor. Among these subjects, there is prolonged use of
oral contraceptives, multiparity, tabagism, a high number of sexual partners, and the presence
of other STIs such as C, trachomatis, T. vaginalis, and HIV (Smith et al., 2004; INCA, 2015).

The current study showed an association between abnormal cytology and all risk
factors related to sexual behavior, suggesting that these cofactors directly influence the
development of lesions in HPV-positive women.
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The prevalence of CT infections found in this study for women with normal cytology
was 9.02%. This was lower than the rate described by Santos et al. (2003), which was 20.7%
among sexually active women in the city of Manaus, AM, and higher than the prevalence
described by Rocha et al. (2014), which was 6.4% among women seeking public health services
in Coari, AM, Brazil. In a study in Manaus involving women with infertility correlated with
CT, de Lima Freitas et al. (2011) observed a prevalence of 52.8%, which was much higher
than that described by Fernandes et al. (2014), who reported a prevalence similar to our results
(10.9%) among women with a history of infertility, who had undergone assisted reproduction
techniques. Another important study carried out by Neves et al. (2016) on asymptomatic
women aged 14-25 years who used public health services in Manaus showed a prevalence
of 13.1% for CT infections, whereas in women aged 20-25 years this prevalence was 10.8%,
as determined by the Digene Hybrid Capture II Test (HCII CT-ID). Our results corroborate
the prevalence range found in the rest of Brazil (9.1-14.3%) (de Paula et al., 2007; Oliveira
et al., 2009; Benzaken et al., 2010; Piazzetta et al., 2011; Garcés et al., 2013). CT infection is
asymptomatic in almost all women and, if left untreated, can progress to complications such
as ectopic pregnancy, pelvic inflammatory disease (PID), and tubal infertility (Golijow et al.,
2005). Therefore, it is extremely important to track the pathogen in asymptomatic women to
prevent future sequelae.

In this study, we found a prevalence of 18.04% for TV. This prevalence is higher than
the prevalence (12.7%) described by Rocha et al. (2014) in a similar study performed in Coari,
AM. In Brazil, studies that use molecular methods to investigate the prevalence of VT are
scarce, which may be explained by the fact that notification of infection with the disease is not
considered compulsory, as it is in many other countries (Hobbs and Sefia, 2013). Furthermore,
because it does not cause any serious sequelae, many clinicians considered it to be more
of a nuisance rather than a public health threat. This makes the control of the disease even
more difficult (Bowden and Garnett, 1999). The most important point regarding this pathogen
is its association with the transmission of acquired human immunodeficiency virus (HIV),
pelvic inflammatory disease (PID), infertility, preterm birth, low birth weight of infants born
to infected mothers, and cervical cancer (CDC, 2015).

HPV/CT coinfection was found in 12.5% of the women participating in this study
and, similarly, HPV/TV coinfection was noted in 12.5% women. HPV/CT/TV coinfection was
found in 6.25% of the women, and this occurred in women infected with HPV of probable
high risk, low risk, and undetermined risk (Table 2).

Thus, the results described in this study highlight the importance of the molecular
diagnosis of HPV and of the sexually transmitted pathogens identified as possible cofactors
for cervical oncogenesis, as well as the facilitators of other STIs including HIV. Moreover,
the verification of the coinfection of these agents clarifies their role in the development of
cervical cancer, and promotes the early diagnosis and subsequent treatment of women with
these STIs. Information about the distribution of HPV types among women in different
Brazilian regions is of paramount importance. This knowledge should be taken into account
when considering the use of vaccines that confer protection from the various oncogenic types.
At present in Brazil, the HPV vaccination campaign is targeting girls aged 9-13 years by using
the quadrivalent HPV vaccine, which only provides immunization against HPV6, 11, 16, and
18. Recently, Joura et al. (2015) established the efficacy and immunogenicity of a nine-valent
HPV vaccine that can protect against HPV types 6, 11, 16, 18,31, 33, 45, 52, and 58 associated
with cervical, vulvar, and vaginal cancer. Considering the prevalence of HR-HPV revealed by
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this study (HPV 16, 58, 33, and 31), we can infer that the nine-valent vaccine could also be a
good option for protecting women from cervical cancers and precancer lesions.
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RESUMO

As comunidades microbianas exercem um papel importantissimo para a manutencdo da
homeostase na vagina e prevencdo da colonizacdo por microrganismos patogénicos, mas 0s
mecanismos pelos quais exercem essa influéncia ainda ndo séo tdo bem definidos. Nosso estudo
caracterizou a diversidade bacteriana na microbiota vaginal de mulheres sem evidéncias de
qualquer sinal, sintoma ou desordem urogenital; mulheres apresentando candidose
vulvovaginal (CVV); mulheres apresentando vaginose bacteriana (VB); e mulheres
apresentando les6es pré-malignas do colo do utero. As regides V1-V2 do gene 16S rRNA foram
amplificadas e sequenciadas em plataforma Next Generation Sequencing (NGS) a fim de
elucidar a relacdo existente entre esta microbiota e o estado de saude do trato genital feminino.
Nossos dados demonstram que os filos mais abundantes, em ordem decrescente de abundancia
foram Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria, TM7, Tenericutes e
Proteobacteria. Dos 162 géneros encontrados, a distribuicdo mostrou que sete constituiram
mais de 95% da microbiota vaginal: Lactobacillus, Prevotella, Shuttleworthia, Sneathia,
Megasphaera, Atopobium, Clostridium. O género Lactobacillus constitui a maior propor¢édo
nos quatro grupos estudados. Mulheres com a microbiota apresentando VB e Leséo
apresentaram uma abundancia relativamente baixa deste género em comparag¢ao com 0s outros
grupos. Este estudo é o primeiro a caracterizar a comunidade bacteriana encontrada na
microbiota vaginal de mulheres amazénicas. Estudos adicionais sdo necessarios para obter uma
compreensdo mais aprofundada tendo em vista o desenvolvimento de futuras estratégias

terapéuticas.

Palavras-Chave: vaginal microbiome, gene 16S rRNA, bactéria, NGS
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Abstract

Microbial communities play a very important role in maintaining homeostasis in the vagina and
preventing colonization by pathogenic microorganisms, but the mechanisms by which they
exert such influence are not yet so well defined. Our study characterized the bacterial diversity
in the vaginal microbial of women without evidence of any sign, symptom or urogenital
disorder; women with vulvovaginal candidiasis (CVV); women with bacterial vaginosis (BV);
and women with pre-malignant lesions of the cervix. The V1-V2 regions of the 16S rRNA gene
were amplified and sequenced on the Next Generation Sequencing (NGS) in order to elucidate
the relationship between this microbiota and the state of health of the female genital tract. Our
data demonstrate that the most abundant phyla, in descending order of abundance, were
Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria, TM7, Tenericutes e Proteobacteria.
Of the 162 genera found, the distribution showed that seven constituted more than 95% of the
vaginal microbiota: Lactobacillus, Prevotella, Shuttleworthia, Sneathia, Megasphaera,
Atopobium, Clostridium. The Lactobacillus genus the highest proportion in the four groups
studied. Women with the microbiota presented BV and lesion showed a relatively low
abundance of this genus compared to the other groups. This study is the first to characterize the
bacterial community found in the vaginal microbiota of Amazonian women. Further studies are

needed to gain a deeper understanding of the development of future therapeutic strategies.

Key words: vaginal microbiome, 16S rRNA gene, bacterium, NGS




72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

Vaginal Microbiome diversity in Amazonian women 71

Introducao

O corpo humano abriga diversos microrganismos em comunidades distintas associadas
ao trato respiratdrio superior, gastrintestinal, a saliva, vagina e muitas outras superficies
mucosas e tecidos mais profundos [1-3]. Essa interagcdo tem se mostrado essencial para a
fisiologia do hospedeiro e pode sofrer alteragcbes de acordo com variagdes tais como sexo,
idade, fatores ambientais e estados patogénicos, no entanto, o papel dessa microbiota nos
processos de salde e doenca ainda é pouco conhecido, tendo recebido maior atencdo frente as
possibilidades de quantificacdo e tipagem desses microrganismos para conhecimento de sua
capacidade metabdlica e funcional relacionadas ao corpo humano através de técnicas
moleculares independentes de cultivo [4-7].

O Projeto Microbioma Humano ao caracterizar as comunidades microbianas associadas
aos seres humanos, revelou uma diversidade que pode ser definida como o0 nimero e a
distribuicdo de abundancia desses microrganismos associados a varias doencas tais como a
baixa diversidade no intestino a obesidade e a alta diversidade na vagina a vaginose bacteriana,
por exemplo [8]. Tal qual a maioria das cavidades e superficies do corpo humano, a microbiota
vaginal desempenha papel importante na satde reprodutiva e seu equilibrio normal é mantido
por complexas interacGes entre os produtos do metabolismo microbiano, o estado hormonal e
a resposta imune do hospedeiro, sendo que, tanto a estabilidade quanto a composi¢cdo dessa
microbiota podem desempenhar papel importante na resposta imune do hospedeiro e a
susceptibilidade a infec¢des [9-10].

As comunidades microbianas exercem um papel importantissimo para a manutencgao da
homeostase na vagina e prevencdo da colonizacdo por microrganismos patogénicos, mas 0s
mecanismos pelos quais exercem essa influéncia ainda ndo sdo tdo bem definidos. Estudos
realizados para avaliar a variacdo na composicdo da comunidade microbiana ou para explorar

relacbes ecoldgicas e responder a questdes epidemioldgicas exigem métodos que fornecam
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informacgdes detalhadas e aprofundadas sobre a diversidade microbiana [11]. A utilizacdo de
avancados métodos moleculares e biologia computacional para a compreensdo apropriada da
microbiota vaginal tanto do ecossistema vaginal normal como das diferentes doencas
microbianas é necessaria para o reconhecimento de microrganismos patogénicos potenciais e
de processos fisioldgicos de protecao [12-13].

Neste estudo, nos utilizamos a amplificagcdo de regides hipervariaveis V1-V2 do gene
16S rRNA e, subsequente sequenciamento em plataforma Next Generation Sequencing (NGS)
para caracterizar a composicdo e diversidade bacteriana presente em amostras cervicais de
mulheres amazénicas em trés diferentes subsitios (endocérvice, ectocérvice e fundo de saco) de
mulheres sem evidéncias de qualquer sinal, sintoma ou desordem urogenital, mulheres
apresentando candidose vulvovaginal (CVV), mulheres apresentando vaginose bacteriana (VB)
e mulheres apresentando lesdes pré-malignas do colo do utero a fim de elucidar a relagédo

existente entre esta microbiota e o estado de salde do trato genital feminino

Material e métodos

Participantes e Coleta de Amostras

Participaram deste estudo 172 mulheres com idade entre 16-50 anos (média [+DP] 32.59
[+ 8,43] anos) que frequentaram o Servico de ginecologia das Unidades Basicas de Saude
Leonor Mendonga de Freitas, O 08 e Fundagéo Centro de Controle de Oncologia do Amazonas
(FCECON-AM) entre outubro de 2013 e abril de 2014. As amostras cervicais foram coletadas
com o auxilio de espéculos, escovas endocervicais descartaveis (cyto-brush) e espatulas de
madeira. Para que ndo houvesse qualquer perigo de contaminagdo, as amostras destinadas ao
estudo molecular foram coletadas antes da confeccdo das Idaminas citologicas a partir de 3 sitios
diferentes (endocérvice, ectocérvice e fundo de saco posterior), em duplicata, perfazendo um

total de 1.032 amostras e transferidas para um microtubo descartavel de 1,5 mL contendo 500
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uL de solucdo tampédo TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM), as amostras foram
mantidas em banho de gelo, encaminhadas ao Laboratorio de Diagnéstico Molecular, no Centro
de Apoio Multidisciplinar (CAM) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e
armazenadas a -80°C até o momento da extracdo do DNA. Foram confeccionadas laminas
citologicas contendo material ecto- e endocervical para a emissdo do laudo citopatolégico. No
momento da coleta, foram realizados o teste de Whiff e a medicao do pH de cada sitio coletado
utilizando fitas indicadoras de pH (Merck & Co, Inc., USA). O status VB foi avaliado em todas
as participantes do estudo utilizando os critérios clinicos de Amsel et al. [14] e as participantes
que preencheram trés ou mais dos seguintes critérios foram clinicamente diagnosticados com
VB: pH vaginal elevado (> 4,5), corrimento vaginal homogéneo, liberacdo de um odor de amina
de peixe apos a adicdo de solucdo de hidroxido de potassio a 10% no fluido vaginal (teste de
"Whiff”) e/ou a auséncia de lactobacilos na citologia oncotica. A CVV foi diagnosticada através
da detecgcdo microscopica de niameros densos de células de levedura em um esfregaco vaginal
e pelo exame fisico, considerando a presenca de leucorréia. A partir das informacoes clinicas e
moleculares, as mulheres participantes do estudo foram divididas em quatro grupos distintos e
bem caracterizados: I. Normal (sem evidéncias de qualquer sinal, sintoma ou desordem
urogenital); 1. VB (mulheres que preencheram trés ou mais dos critérios de Amsel); I1l. CVV
(com a presenca de corrimento branco, flocular e aderente a superficie vaginal, confirmadas
por inspec¢do visual, pH vaginal e citopatologico confirmatorio) e IV. Lesédo (presenca de lesdes
pré-malignas do colo do utero com citopatologico, colposcopia e histopatologico
confirmatorios). Os critérios de exclusdo foram: gravidez, menstruacdo, diabetes mellitus,
conizacdo ou histerectomia total, terapia de reposicdo hormonal, uso de duchas vaginais
higiénicas, uso de antibiéticos, antimicrobianos e/ou antifingicos (oral ou por aplicacdo tdpica
na area vulvar) nos quarenta e cinco (45) dias antecedentes a coleta, mulheres menopausadas,

infeccdo mista de VB e CVV. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
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Universidade Federal do Amazonas (CEP/UFAM) (CAAE n. 12240113.8.000.5020) e todas as

participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Extracédo do DNA total dos esfregacos vaginais

As suspensdes contendo os esfregacos foram descongeladas e agitadas vigorosamente
em vortex para uma distribuicdo uniforme de células. Em seguida, a extracdo de DNA a partir
dos esfregacos vaginais foi realizada utilizando QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Brazil),
seguindo as instrucdes do fabricante, com algumas modificacbes. As suspensdes, foram
adicionados 20 pL de Proteinase K (20 mg / mL), 200 uL de tampao de lise (AL) e 200 pL de
TPK (900 puL de TE; 100 uLL de Tween 20 a 20% e 20 uL de proteinase K 10 mg/mL), sendo
homogeneizado por agitacdo em vortex. As misturas foram incubadas a 56°C durante 1 hora.
Ap0s a incubagao, foram adicionados 200 pL de etanol absoluto gelado e essa mistura foi entdo
carregada no QlAamp spin column e centrifugada a 8.000 g durante 1 min. Em seguida, a
QIAamp spin column foi transferida para um novo microtubo (2 mL) eliminando-se o filtrado
que continha. O material da coluna foi lavado com 500 pL. de tampao AW1 e com 500 uL do
tampao de lavagem AW?2 (fornecidos pelo kit). O DNA foi eluido com 50 pL de Tampao AE
(fornecido pelo kit), a temperatura ambiente, overnight. A concentracdo do DNA extraido foi
determinada em espectrofotometro BioSpectrometer® D30 (Eppendorf, Brazil). As amostras
foram eluidas de maneira que ficassem a 20 ng/ pL e, em seguida, foram armazenadas em

freezer a -80 °C para as andlises posteriores.

Preparo das bibliotecas de amplicons e sequenciamento do gene

16S rRNA

As regides V1 e V2 do gene 16S rRNA foram amplificadas com os primers universais
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27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 338R (5’-TGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3")
[15]. Os primers foward e reverse foram modificados pela adicdo de um PGM sequencing
adapter A (5’CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG3’) e um PGM sequencing
adapter P1  (5°CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT3’), respectivamente.  Foram

desenvolvidos ainda 10 barcodes diferentes com 13-15 nucleotideos para os primers forward

(5’-TTCCACTTCGCGAT CGGACAATGGCGAT AGGCAATTGCGAT
TTCGAGACGCGAT CCGGAGAATCGCGAT TCTGGCAACGGCGAT
TTCAATTGGCGAT TCGAAGGCAGGCGAT CCTGCCATTCGCGAT

CTAACCACGGCGAT-3’) e reverse (5-TTCCACTTCGCGAT TTCCTGCTTCACGAT
CCTGCCATTCGCGAT CAGCCAATTCTCGAT CTGGCAATCCTCGAT
CTAGGAACCGCGAT TCCTGAATCTCGAT CGGAAGAACCTCGAT
TCCTAGAACACGAT CCGGAGAATCGCGAT-3") com o intuito de gerar 100 combinac6es
de barcodes diferentes (S1 Fig). Foram utilizados como critérios para a selecdo dos primers,
intercomplementaridade, intracomplementaridade, Temperatura média de anelamento (Tm) e
percentual de GC das sequéncias ap0s serem analisadas e editadas com o auxilio dos programas
Primer3, PerlPrimer e BioEdit 7.5.0.3 [16-18]. O volume final das reacdes foi de 30 pL,
composto de 2 L. de DNA (20 ng/uL), 3 uL. de Tampao da Enzima 10X, 0.9 pL de MgClz2a
50 mM, 0.6 pL de dNTP a 10 mM, 1 pL de cada primer (5 pmol/uL), 0.2 pL de Platinum®
Tagq DNA Polymerase 5 U/uL (Invitrogen, Brazil), e 21.3 pL de agua Milli-Q. As condicdes de
reacdo foram as seguintes: desnaturacéo inicial a 95°C durante 30 s, 30 ciclos de 94°C durante
15's, 60°C durante 30 s, 72°C durante 15 s e uma extensao final a 72°C durante 5 min. Todas
as reacdes de PCR foram realizadas em triplicatas utilizando termociclador Veriti (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Agua foi incluida como controle negativo das reacdes para cada
par de barcode primer. Os produtos de PCR foram confirmados por eletroforese em gel de

agarose a 1,5% contendo brometo de etideo (0.5 mg/mL), visualizados em transiluminador e as
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imagens capturadas utilizando uma camera digital Olympus SP-500UZ. Em seguida, foram
quantificados, individualmente, utilizando Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) e, a partir dos resultados obtidos, foram realizadas dilui¢bes para que 0s
produtos apresentassem concentragdes iguais a 1 ng/pL. Quantidades equimolares de cada
amostra foram combinadas em um Gnico microtubo, purificados com o Agencourt® AMPure
® XP Reagent (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) e usadas para o preparo de bibliotecas no
Ion OneTouch™ 2 System com o lon PGM™ Template OT2 400 Kit Template (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). O sequenciamenro foi realizado utilizando o Ion PGM™
System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) utilizando o Ion 318™ Chip v2 PGM

lon Torrent.

Analises das Sequéncias

Os dados gerados a partir do sequenciamento foram processados pelo software Torrent
Suite (plataforma PGM) e armazenados em formato FASTA(Q, contendo as sequéncias brutas e
seus respectivos valores de qualidade. Em seguida, essas sequéncias foram avaliadas quanto a
sua qualidade e presenca de adaptadores por meio do programa FastQC v0.11.2
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).  Sequéncias com tamanho
inferior a 100pb e média de valores de qualidade PHRED <20 foram removidas com o programa
PRINSEQ [19]. Scripts na linguagem de programacdo Perl foram desenvolvidos para a
separacdo das sequéncias por amostra e remocao de barcodes. A identificacdo destes foi feita
admitindo-se até um erro de nucleotideo na comparagdo com as sequéncias. A analise de
diversidade foi realizada utilizando o programa QIIME v1.8 [20]. As sequéncias que atenderam
aos critérios de classificacdo e qualidade foram alinhadas contra as sequéncias disponiveis no
banco de dados Greengenes pelo método PyNAST [21]. As sequéncias véalidas foram

classificadas em Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs) assumindo-se 97% como valor
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limite de similaridade pelo método UCLUST. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
diversidade alfa pelos indices de Shannon, Simpson e Chaol. Curvas de rarefacdo foram
geradas para avaliacdo da riqueza de espécies por meio de amostragens de igual tamanho de
cada amostra e verificagdo do aumento no nimero de UTOs Unicas por condigdo experimental.
Além disso, medidas de diversidade beta foram calculadas usando a técnica de Jackknife, que
consiste na reamostragem de um subconjunto de dados de profundidade referente a 75% da
menor amostra, sendo produzidas 10 reamostragens (repeti¢cdes) para cada amostra. As matrizes
de distancia para cada conjunto de dados foram calculadas com o método UniFrac com peso
(weighted-UniFrac) e utilizadas como base para o agrupamento hierarquico com UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) e componentes de PCoA (Principal
Coordinates Analysis), para avaliar o grau de variacao entre as repeticdes, exibida por elipses
de confianga. Empregou-se o teste T para verificar diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos. Para esta analise, as amostras foram agrupadas por condicdo (presenca de
vaginose, lesdo, candida ou autéctone) e por sitio de coleta na cérvice. O pacote phyloseq do R
[22] foi utilizado para as andlises complementares em diferentes niveis taxondmicos e

representacdo grafica dos resultados obtidos.

RESULTADOS

Durantes a montagem das bibliotecas, foram perdidas algumas amostras, em testes de
amplificacdo, estas amostras foram excluidas em uma nova triagem realizada para o
carregamento do Chip. Assim, para efeito de comparagdo, como proposto, as 148 mulheres
participantes deste estudo, foram divididas em 4 grupos: Normal (n = 40), VB (n = 31), CVV
(n=33) e Lesdo (n = 44). Apos sequenciamento, foram obtidas 32.334.268 sequéncias para as
amostras examinadas. Apds a filtragem inicial, foram recuperadas um total de 13.484.403 de

reads, com uma média de 91.110 leituras por amostra. A curva de rarefacdo foi gerada
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assumindo-se um corte de similaridade de 97%. Isto significa que o aumento do nimero de
sequéncias por amostra ndo aumentaria 0 numero de UTOs obtidas em 97% das amostras,
indicando que a amostragem foi suficiente para garantir a cobertura da diversidade microbiana
total encontrada para os 4 grupos (Fig 1A). A diversidade alfa da microbiota vaginal foi
demonstrada atraves da comparacdo realizada pelos indices de Shannon, Simpson e Chaol (Fig
1B). Foram encontradas diferencas significativas (teste T, p<0.05) de maior diversidade nos
grupos VB e Lesédo quando comparados ao grupo Normal, diferente do resultado encontrado

para o grupo CVV, o que indica uma diversidade semelhante ao grupo Normal.
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Fig 1 Curvas de Rarefagdo utilizadas para estimar a riqueza microbiana e Médias da diversidade alfa. A. As curvas de
rarefagdo mostram o nimero de OTUs por amostra gerados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA para cada grupo de estudo.
Normal (amarelo), Candida (vermelho), Lesdo (azul) e Vaginose (verde); B. Indices Chaol, Simpson e Sannon utilizados para
estimar a diversidade microbiana.

A comparacao da diversidade alfa entre os sitios endocérvice, ectocérvice e fundo de
saco das amostras também foi realizada, no entanto, ndo foram encontrados resultados

significativos (Fig 2).
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PC3 (4 9%)

PC1 {16 %)

Fig 2. Diversidade das espécies bacterianas encontradas. Anéalise de coordenadas principais (PCoA), realizada
com base em métricas de distancia filogenéticas (UniFrac) para a demonstracdo da diversidade beta, ilustrando um
agrupamento distinto dentro do grupo Vaginose. Normal: Amarelo; Candida: Vermelho; Vaginose: verde e Lesédo:

Azul

A comparacdo da diversidade beta encontrada entre os quatro grupos demonstrou

resultados semelhantes aos encontrados para a diversidade alfa. A analise PCoA realizada pelo

método UniFrac mostra uma separacdo espacial das amostras VB e Lesdo enquanto que as

amostras Normal e CVV encontram-se distribuidas. De igual modo, os trés grupos de doenca

também foram significativamente diferentes e a estrutura da diversidade encontrada para o

grupo CVV foi semelhante a encontrada no grupo Normal (Tab 1).

Tabela 1. Diferengas na diversidade microbiana encontrada entre os grupos de estudo

Candida (p-value)

Vaginose (p-value)  Lesdo (p-value)

Grupos/Condigdes | Normal (p-value)
Normal 1,1006E-66
Candida 1
Vaginose 5,57755E-14*
Leséo 5,02476E-38*

1 5,57755E-14* 5,02476E-38*
4,09733E-73 1,11862E-11* 2,21818E-34*
1,11862E-11* 2,18554E-05 0,000109538*
0,086609201 0,000109538* 1

Teste T-Student com p-valores ajustados pela corre¢do de Bonferroni
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295 A estrutura da microbiota vaginal em mulheres amazonicas, classificadas a nivel de Filo,
296 € demonstrada na Fig 3. Nossos dados revelaram que os sete maiores filos, em ordem
297  decrescente de abundancia foram Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria,

298 TMY7, Tenericutes e Proteobacteria.
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309 Fig 3. Abundancia relativa das Unidades Taxonémicas Operacionais (OTU) encontradas, a nivel de Filo
entre os grupos de estudo
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312 Um total de 162 géneros foram encontrados neste estudo. A distribuicdo mostrou que
313  sete destes géneros constituiram mais de 95% da microbiota vaginal: Lactobacillus, Prevotella,
314  Shuttleworthia, Sneathia, Megasphaera, Atopobium, Clostridium. O género Lactobacillus
315  constitui a maior propor¢do nos quatro grupos estudados (Fig 3). No entanto, é visivel que
316 pacientes VB e Lesdo apresentaram uma abundancia relativamente baixa deste género em
317  comparagdo com oS outros grupos.
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Fig 4. Abundancia relativa de OTUs, a nivel de Género entre os grupos de estudo. A. Com a representatividade

339 do género Lactobacillus. B. Sem a representatividade do género Lactobacillus. A representacdo entre os sitios

ectocérvice (laranjado), Endocérvice (verde) e Ectocérvice (azul).

340

341 A Fig 4B mostra a estrutura da composi¢cdo da microbiota vaginal nas diferentes

342  condicBes ao excluirmos o género Lactobacillus (mais abundante, como visto anteriormente).

343 O género Ureaplasma mostra-se muito mais abundante nas amostras com Lesdo do que nas
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amostras das demais condi¢des. Em adigdo, chama-se a atencédo para o género Shuttleworthia,

presente em consideravel abundancia nas amostras VVaginose.

Discussao

Nossos resultados apontam Lactobacillus spp. como as espécies bacterianas
predominantes no trato vaginal. E sabido que a predominéncia de Lactobacillus sp. no contetido
vaginal normal vem sendo descrita pelos mais diversos estudos nos ultimos anos, embora
existam diferencas na composicao das espécies e abundancia de populagdes em comunidades
bacterianas [23-24, 11, 25-28]. Ma et al. [29] definiram a microbiota vaginal normal como uma
microbiota funcional e ao mesmo tempo benéfica ao seu hospedeiro, independente de sua
composicdo. Desta forma, diferentes tipos de comunidades poderiam ser considerados
saudaveis na auséncia de sintomas com ou sem a presenca de espécies de lactobacilos comuns,
mesmo apresentando diferentes graus de predisposicao a infeccbes por patdgenos sexualmente
transmissiveis. Huang et al. [12] também descreveram a existéncia de varios tipos de
comunidades com diferencas na composicdo e abundancia relativa das espécies e, além disso,
a variacao entre grupos raciais e étnicos, evidenciando que a microbiota vaginal é muito mais
heterogénea e diversa do que se imaginava. Lactobacillus spp. sdo conhecidas por seu alto
poder de protecdo ao ambiente vaginal, ja que séo capazes de aderir ao muco [30] e interromper
biofilmes [31], além de produzir bacteriocinas [32], biosurfactantes [33] e &cido latico [34],
tornando-se responsaveis pela determinacdo do pH hostil nessa regido (> 4,5) [35-36] e
prevencdo do crescimento de microrganismos associados a vaginose bacteriana (VB) [25, 37]
e infecgdes do trato urinrio [38], contribuindo para a redugdo do risco de aquisicdo e
transmissdo de espécies de Candida [39] e de outros patdgenos sexualmente transmissiveis

como o Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) [40], o Papillomavirus Humano (HPV)
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[41, 10, 42], o Herpesvirus Simples 2 (HSV-2) [43-44], Trichomonas vaginalis, Chlamydia
trachomatis e Neisseria gonorrhoeae [45-46]. A VB é considerada uma desordem vaginal
polimicrobiana, altamente prevalente em mulheres que se encontram na fase reprodutiva,
caracterizada pela deplegdo das espécies de Lactobacillus e pelo crescimento de vérias outras
bactérias anaerobicas incluindo espécies de Mobiluncus, Prevotella, Mycoplasma e Atopobium,
tendo como bactéria predominante a Gardnerella vaginalis e que leva ao aparecimento de
corrimento vaginal com odor desagradavel, o qual se acentua durante a menstruagdo ou apos
uma relacédo sexual, com a presenca do esperma de pH basico no ambiente vaginal, no entanto,
ndo é considerada uma doenca sexualmente transmissivel, mas uma facilitadora para a infeccao
de outros patdgenos sexualmente transmissiveis [47-52]. Oakley et al. [53] caracterizaram a
microbiota vaginal de mulheres americanas VB+ comparando-as & mulheres VB- e relataram
uma grande diferenca na estrutura das comunidades microbianas entre essas mulheres ao
associar o aumento da riqueza e diversidade bacteriana a mulheres VB+. Em [54], Liu et al.,
descreveram o0s géneros Atopobium, Prevotella, Parvimonas, Peptoniphilus, Dialister e
Sneathia, como géneros altamente associados & VB. Este estudo relata uma comunidade
bacteriana dominada por Lactobacillus sp. sem excluir, no entanto, a existéncia de bactérias
anaerdbias como: Prevotella, Megasphaera e Atopobium. De todos os grupos estudados, VB se
demonstrou como o mais diverso. Estes resultados séo confirmados pelo estudo realizado por
Muzny et al. [50], em que evidenciam a existéncia de quatro comunidades bacterianas
associadas a essa condigédo: I. dominada por Lactobacillus; 1. dominada por Lachospiraceae;
I11. dominada por Prevotella e IV. dominada por Sneathia. A candidose vulvovaginal (CVV) é
um dos tipos mais comuns de vaginites infecciosas com sintomas de inflamagédo que afeta as
mulheres no mundo inteiro, caracterizada pelo crescimento excessivo de Candida spp., tendo
como causadora mais frequente a Candida albicans [55]. Essas espécies de fungos comensais,

das mucosas vaginal e digestiva, podem se tornar patogénicas diante de mudangas que alteram
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0 pH da vagina ou hormonais [56]. A microbiota vaginal colonizada por Candida spp. é pouco
explorada e seu papel é altamente controverso na literatura [57]. Zhou et al. [58] compararam
a diversidade microbiana entre mulheres que apresentavam CVV recorrente e mulheres
saudaveis e evidenciaram a ndo existéncia de alteragdo nas comunidades microbianas dessas
mulheres, ou seja, ndo houve qualquer correlagdo da composicdo bacteriana com as infe¢bes
fungicas recorrentes. Além disso, essas mulheres ndo apresentavam diminuicdo de
Lactobacillus sp., sugerindo que ndo existe um papel de protecdo definido dessas bactérias
contra as infecgbes fangicas. Outro estudo realizado por Liu et al. [59], caracterizou a
microbiota vaginal em mulheres com VB/CVV antes e depois de serem tratadas e
demonstraram que o perfil dessas comunidades apds o tratamento é semelhante ao perfil
encontrado em mulheres saudaveis, indicando que a infeccdo por Candida sp. pode até criar
um ambiente favoravel e amigavel para o crescimento de Lactobacillus sp. e vice-versa. N0ossos
resultados demonstram uma composicao bacteriana similar entre mulheres apesentando CVV
e mulheres com microbiota autéctone, como ja era esperado. Hong et al. [60] destacaram que a
maioria dos casos de VB sdo acompanhados por CVV e sugerem que os fungos, assim como as
bactérias devem ser considerados em investigacdes da microbiota vaginal, ja que podem prover
mais informacgdes relativas as comunidades encontradas ali. As lesdes intra-epiteliais
escamosas (squamous intra-epithelial lesions — SIL) sdo lesdes precursoras do cancer cervical
e sdo classificadas, dependendo do grau de perda da diferenciacéo epitelial, em alto ou baixo
grau e, geralmente, provocam alteracbes morfoldgicas caracteristicas, detectaveis pela citologia
dos raspados cérvico-vaginais e histopatologia [61]. A infeccdo persistente com subtipos
oncogénicos do HPV é considerada uma condicao necessaria para os casos de cancer cervical,
no entanto, sendo esta uma doenga multifatorial, fatores genéticos, ambientais, hormonais e
imunologicos podem estar envolvidos em adi¢do ao HPV, ja que apenas 10% das mulheres

infectadas pelo HPV desenvolverdo o cancer cervical [62-64]. Os mecanismos de persisténcia
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da infecgdo pelo HPV ndo sé&o bem compreendidos e estudos voltados ao conhecimento da
estrutura e composicdo da microbiota vaginal na presenca do HPV podem revelar mecanismos
pelos quais essa microbiota, as comunidades ali encontradas ou até mesmo um conjunto de
bactérias especificas forneca controle da infecgdo latente e progresséo de lesbes para o cancer
cervical [65]. Entre os poucos estudos relacionados ao estudo da microbiota vaginal em
mulheres HPV+ destaca-se o de Lee et al. [28], que destacaram o fato de que as concentracdes
de Lactobacillus sp. em mulheres HPV+ sdo mais baixas em relacdo as encontradas em
mulheres HPV-. Em adicdo, identificaram as Fusobacteria e Sneathia spp. como bactérias
associadas a presenca de HPV. Um dos Unicos estudos que correlacionaram a estrutura da
microbiota vaginal & presenca de lesGes cervicais foi publicado por Mitra et al. [10], em que
evidenciaram uma potencial relacdo da microbiota vaginal com a infeccao pelo HPV e também
a progressao de lesdes para o cancer cervical, no entanto, sem encontrarem qualquer evidéncia
significativa. Além disso, seu estudo confirmou os dados sobre as concentracfes baixas de
Lactobacillus sp. entre as mulheres estudadas. Ravel et al. [26], bem como Gajer et al. [66]
classificaram a microbiota vaginal com a existéncia de 5 comunidades microbianas diferentes
(community state type — CST), sendo as comunidades I, 11, 111 e V dominadas por Lactobacillus
crispatus, L. gasseri, L. iners e L. jensenii, respectivamente, e a comunidade 1V, subdividida
em 2 subgrupos: IVA. dominada por L. crispatus ou iners com a presenca de alguns
microrganismos anaerébios e IVB. dominada por géneros essencialmente anaerdbios tais como
Atopobium, Parvimonas, Sneathia, Gardnerella e Mobiluncus. J& Brotman et al. [65]
categorizaram a microbiota vaginal de mulheres HPVV+em CST IVA e B (71%), CST 11 (72%),
CST | (45%) e CST Il (12%), evidenciando a correlacdo da alta prevaléncia de HPV em
mulheres com abundancia relativamente baixa de Lactobacillus spp. Nossos dados néo
puderam ser comparados diretamente com os resultados demonstrados por Ravel et al. [26],

Gajer et al. [66] e Brotman et al. [65], j& que nossas analises foram conduzidas somente até
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género, devido a limitagdes da plataforma utilizada para o desenvolvimento deste estudo. E
bem provavel que possamos identificar diferencas a nivel de género ao compararmos a
composicdo da microbiota vaginal, mas com certeza, as diferencas a nivel de espécie sdo
extremamente necessarias para o entendimento do papel fisioldgico dessa microbiota tanto para
a manutencao do equilibrio normal quanto de mecanismos patogénicos no desenvolvimento de
doengas relacionadas a microbiota vaginal.

Este estudo é o primeiro a caracterizar a comunidade bacteriana encontrada na
microbiota vaginal de mulheres amazénicas pelo uso do sequenciamento das regides
hipervariaveis V1-V2 do gene 16S rRNA, além de realizar a comparagéo dessas comunidades
em diferentes condig¢Oes. Avancos no entendimento das relagdes existentes nessa microbiota
podem promover a saude vaginal. Apesar do papel protetor associado a microbiota vaginal
como um todo, muitos detalhes ainda precisam ser esclarecidos. Ao retirar 0 género
Lactobacillus, evidenciou-se uma presenca expressiva do género Ureaplasma no grupo Lesao,
diferente dos resultados encontrados para 0s outros grupos de estudo. Estudos adicionais séo
necessarios para 0 esclarecimento quanto ao papel deste género na microbiota vaginal de
mulheres que apresentam lesdes do tipo HSIL. Este estudo fornece uma oportunidade para uma
compreensdo mais aprofundada do trato genital feminino e se caracteriza como um ponto de

partida tendo em vista o desenvolvimento de estratégias terapéuticas num futuro proximo.
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Nome dos Primers Forward

Sequéncia dos Primers Forward

Adaptador PGM A

Sequéncia dos Barcodes

Sequéncia dos Primers 16S rRNA

AIMF
A2MF
A3MF
A4MF
ASMF
A6MF
ATMF
ASMF
AIMF
ALOMF

Nome dos Primers Reverse
P11IMR
P12MR
P13MR
P14MR
P15MR
P16MR
P17MR
P18MR
P19MR
P110MR

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCCACTTCGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGGACAATGGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGGCAATTGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGAGACGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCCGGAGAATCGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTGGCAACGGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCAATTGGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGAAGGCAGGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCCTGCCATTCGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTAACCACGGCGATAGAGTTTGATCCTGGCTCAG

Sequéncia dos Primers Reverse
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTTCCACTTCGCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTTCCTGCTTCACGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCTGCCATTCGCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCAGCCAATTCTCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCTGGCAATCCTCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCTAGGAACCGCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTCCTGAATCTCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCGGAAGAACCTCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTCCTAGAACACGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCGGAGAATCGCGATTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG

Adaptador PGM P1
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT

TTCCACTTCGCGAT
CGGACAATGGCGAT
AGGCAATTGCGAT
TTCGAGACGCGAT
CCGGAGAATCGCGAT
TCTGGCAACGGCGAT
TTCAATTGGCGAT
TCGAAGGCAGGCGAT
CCTGCCATTCGCGAT
CTAACCACGGCGAT

Sequéncia dos Barcodes
TTCCACTTCGCGAT
TTCCTGCTTCACGAT
CCTGCCATTCGCGAT
CAGCCAATTCTCGAT
CTGGCAATCCTCGAT
CTAGGAACCGCGAT
TCCTGAATCTCGAT
CGGAAGAACCTCGAT
TCCTAGAACACGAT
CCGGAGAATCGCGAT

GAGTTTGATCCTGGCTCAG
GAGTTTGATCCTGGCTCAG
GAGTTTGATCCTGGCTCAG
GAGTTTGATCCTGGCTCAG
GAGTTTGATCCTGGCTCAG
GAGTTTGATCCTGGCTCAG
GAGTTTGATCCTGGCTCAG
GAGTTTGATCCTGGCTCAG
GAGTTTGATCCTGGCTCAG
GAGTTTGATCCTGGCTCAG

Sequéncia dos Primers 16S rRNA
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT
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RESUMO

OBJETIVO: caracterizar o perfil socioeconémico, clinico e molecular de um grupo de
mulheres que participaram de um estudo de diversidade microbiana e identificar possiveis
fatores de risco associados a alta incidéncia lesdes pré-malignas e malignas do colo do Utero na
regido Norte, como embasamento para futuras medidas nas agdes de prevencdo e combate a
este tipo de cancer. METODOS: As mulheres que concordaram em participar do estudo
responderam a um questionario padronizado, a partir do qual, foram avaliadas informagdes
como idade, procedéncia, estado civil, nivel de escolaridade, renda familiar, primeira relacao
sexual, primeira gravidez, nimero de abortos, nimero de gestacOes atraves de parto normal ou
cesareo, uso de métodos contraceptivos, habito de fumar, assim também como o nimero de
parceiros sexuais. Foi realizada a andlise da significAncia de diferenca de proporcdes e avaliada
a existéncia ou ndo de associacdo entre as variaveis qualitativas utilizando-se o Teste Qui-
Quadrado de Pearson (y2) e/ou o Teste Exato de Fisher. Para as varidveis quantitativas foi
aplicado o teste Kruskal-Wallis. O nivel de significancia utilizado nos testes foi de 5% com um
intervalo de confianca de 95%. Todas as analises foram feitas através dos softwares R 2.9.0.
RESULTADOS: Foi possivel realizar a composicao dos quatro grupos distintos propostos para
a exploracdo da diversidade bacteriana, a saber: Normal, Candida, Vaginose e Lesdo. Além
disso, foi possivel identificar associacdo de fatores de risco associados lesdes pré-malignas e
malignas do colo do utero entre 0s grupos como 0 numero elevado de parceiros sexuais
(p=0.01599), a multiparidade (p<0.0001) e a presenca de Papilomavirus Humano (p <0.0001),
Chlamidia trachomatis (p=0.001442) e Trichomonas vaginalis (p=0.000571). Mesmo sem
valores significativos quando comparados entre 0s grupos, a idade precoce da primeira relagao
sexual (p=0.6349). CONCLUSOES: Neste estudo pudemos confirmar como fatores de risco
para lesdes pré-malignas e malignas do colo do Utero, o elevado nimero de parceiros sexuais,

a multiparidade e a infeccdo pelo Papillomavirus Humano.

DESCRITORES: Fatores de risco, patdgenos sexualmente transmissiveis, cancer cervical,

diversidade microbiana.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: to characterize the socioeconomic clinical and molecular profile of a group of
women who participated of microbial diversity study and to identify possible risk factors
associated to a high incidence of pre-malignant lesions of the cervix in the North region.
METHODS: the women who agreed to participate in the study answered a standardized
questionnaire from which information such as age, origin, marital status, education level, family
income, first sexual intercourse, first pregnancy, number of abortions, number of gestations
through normal or cesarian birth, use of contraceptive methods, smoking, as wich a number of
sex partners. The analysis of the significance of difference of proportions was performed and
the existence or not of association between the qualitative variable was evaluated using the Chi-
square Test of Pearson (X2) and/or Fischer’s exact test. For the quantitative variables, the
Kruskal-Wallis test was applied. the level of significance used in the tests was 5% with a
confidence interval of 95%. All analyzes were performed using software R.2.9.0. RESULTS:
it was possible to perform the composition of the four distinct groups proposed for the
exploration of bacterial diversity, namely: Normal, Candida, Vaginosis, Injury. In addition, it
was possible to identify the association of risk factors associated with pre-malignant lesions of
the cervix among the groups, such as the high number of sexual partners (p=0.02599), the
multiparity (p<0.0001) and the presence of the Human Papillomavirus (p <0.0001), Chlamydia
trachomatis (p=0.001442) and Trichomonas vaginalis (p=0.000571). Even without significant
values when comparing between groups, the early age of the first sexual intercourse (p =
0.6349). CONCLUSIONS: In this study we can confirm as risk factors for injuries pre-
malignant and malignant diseases of the cervix, the high number of sexual partners, multiparity

and Human Papillomavirus infection.

DESCRIPTORS: Risk factors, sexually transmitted pathogens, cervical cancer, microbial

diversity
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INTRODUCAO

O cancer cervical é o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres do mundo
inteiro, com incidéncia de 528 000 novos casos e mortalidade de 266 000 mulheres por ano,
tem 70% dos novos casos ocorrendo nos paises em desenvolvimento®.

As leses intra-epiteliais escamosas (squamous intra-epithelial lesions — SIL) s&o lesdes
precursoras do cancer cervical e sdo classificadas, dependendo do grau de perda da
diferenciacéo epitelial, em baixo grau (low squamous intra-epithelial lesions — LSIL) ou alto
grau (high squamous intra-epithelial lesions — HSIL) e, geralmente, provocam alteracGes
morfologicas caracteristicas, detectaveis pela citologia dos raspados cervico-vaginais e
histopatologia?. A infeccdo causada pelo HPV é considerada uma condicdo necesséria tanto
para 0 desenvolvimento de lesGes pré-malignas e malignas do colo do utero quanto para a
progressdo de lesbes para o céncer cervical. No entanto, sendo o céncer uma doenca
multifatorial, fatores genéticos, ambientais, hormonais e imunoldgicos podem estar envolvidos
adicionalmente a infecgdo pelo HPV34,

Dessa forma, co-fatores ambientais, tais como o uso de contraceptivos orais, tabagismo,
0 namero de parceiros sexuais, a multiparidade e a presenca de outras infeccGes sexualmente
transmissiveis (IST); co-fatores virais, os quais dizem respeito a infec¢do por tipos oncogénicos
de HPV, co-infecdo com outros tipos de HPV ou variantes destes; e co-fatores do hospedeiro
incluindo hormdnios enddgenos, fatores genéticos e relacionados a resposta imune tém sido
associados e explorados ao longo dos anos por diversos estudos*®. Alguns desses fatores
também sdo pontados como influenciadores da microbiota vaginal, ja que se encontram
associados a diminuicdo de Lactobacillus spp.”. E, neste contexto, a presenca de patégenos
causadores de outras IST, como herpes genital, Chlamydia trachomatis, Trichomonas
vaginalis, Neisseria gonorrhoeae e o HIV ganha destagque nessa busca por respostas
relacionadas a progressdo maligna'®.

A microbiota humana, compreendida por microrganismos que incluem bactérias,
fungos, virus e protozodrios, exerce papel importantissimo para a manutencdo da homeostase
vaginal e prevencao da colonizagao por microrganismos patogénicos, mas 0s mecanismos pelos
quais exercem essa influéncia ainda ndo sdo tdo bem definidos. No entanto, contribuem para a
fisiologia do hospedeiro podendo existir variagdes interindividuais ou entre individuos de
acordo com o sexo, a idade, dieta, fatores ambientais como o pH, a umidade, a temperatura, a

disponibilidade de nutrientes, e estados patogénicos!!-4.
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O céncer cervical é o mais incidente na regido Norte (23/100.000). Essa situacéo difere
de todas as outras regides brasileiras em que o cancer de mama é o mais incidente®. A tentativa
de entender a razdo dessa diferenca nos levou a explorar a comunidade microbiana vaginal
encontrada em condicdes distintas, a saber: microbiota sem evidéncias de qualquer sinal,
sintoma ou desordem urogenital; microbiota apresentando candidose vulvovaginal; microbiota
apresentando vaginose bacteriana e microbiota apresentando les6es prée-malignas do colo do
atero.

Diante do exposto e como parte do projeto de diversidade microbiana no trato genital
feminino, este estudo teve como principal objetivo a caracterizagdo socioeconémica, clinica e
molecular para a identificagdo de possiveis fatores de risco associados a alta incidéncia do
cancer cervical na regido Norte, como embasamento para futuras medidas nas acGes de

prevencdo e combate a este tipo de cancer.

METODOS

Trata-se de um estudo do tipo transversal, descritivo que teve como alvo mulheres
residentes no estado do Amazonas (AM) ha, pelo menos, dois anos, que frequentaram o Servico
de ginecologia das Unidades Basicas de Saude Leonor Mendoncga de Freitas, O 08 e Fundacéo
Centro de Controle de Oncologia do Amazonas (FCECON-AM), centro de referéncia na rede
publica para mulheres que apresentam lesbes pré-malignas e malignas do colo do Utero,
localizadas na zona oeste da cidade de Manaus (AM) no periodo entre outubro de 2013 e abril
de 2014.

Os critérios de exclusdo foram: gravidez, menstruacdo, diabetes mellitus, conizacdo ou
histerectomia total, terapia de reposi¢do hormonal, uso de duchas vaginais higiénicas, uso de
antibidticos, antimicrobianos e/ou antifangicos (oral ou por aplicac¢ao topica na area vulvar) nos
quarenta e cinco (45) dias antecedentes a coleta, mulheres menopausadas.

No momento da coleta para a realizacdo do exame preventivo foram realizados o Teste
de Whiff e a medigdo do pH, utilizando fitas indicadoras de pH (Merck & Co, Inc., USA). O
status vaginose bacteriana (VB) foi avaliado em todas as participantes do estudo utilizando os
critérios clinicos de Amsel et al.* e as participantes que preencheram trés ou mais dos seguintes
critérios foram clinicamente diagnosticados com VB: pH vaginal elevado (> 4,5), corrimento
vaginal homogéneo, liberacdo de um odor de amina de peixe apo6s a adicdo de solugdo de
hidroxido de potassio a 10% no fluido vaginal (teste de "Whiff””) e/ou a auséncia de lactobacilos

na citologia oncética. A presenca de candidose vulvovaginal (CVV) foi diagnosticada através
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da deteccdo microscépica de numeros densos de células de levedura no esfregaco
citopatoldgico. A presenca de lesBes foi diagnosticada com exame citopatologico e confirmada
pelo colposcopico e histopatoldgico.

A partir das informac0es clinicas, laboratoriais e moleculares, as mulheres participantes
do estudo foram divididas em quatro grupos distintos: I. sem evidéncias de qualquer sinal,
sintoma ou desordem urogenital; 1l. apresentando CVV; IIl. apresentando VB; e IV.
apresentando lesdes pré-malignas do colo do Utero.

Das 187 mulheres que aceitaram participar deste estudo (140 mulheres nas das Unidades
Basicas de Saude Leonor Mendonga de Freitas e O 08 e 47 atendidas na FCECON), apenas 172
puderam ser categorizadas. Os casos de mulheres que apresentaram resultado citopatologico
positivo para lesdo pré-maligna do colo do Gtero tiveram que ser excluidos dos grupos de
estudo, ja que ndo se encaixavam no grupo ‘“Normal” e nem podiam ser consideradas para o
grupo “Lesdo” por ndo possuirem os exames histoldgico e colposcdpico, confirmatérios para a
composigdo deste grupo. Além disso, mulheres que apresentaram caracteristicas mistas, como
VB e CVV, também foram excluidas.

Essas mulheres foram convidadas a participar do estudo e receberam explicagdes quanto
aos objetivos, beneficios, riscos da pesquisa, confidencialidade dos registros e, as que
concordaram em participar, responderam a um questionario atraves do qual foi possivel tracar
o perfil socioeconémico da populacdo de estudo. A partir deste questionério, foram avaliadas
informagBes como idade, procedéncia, estado civil, nivel de escolaridade, renda familiar,
primeira relacdo sexual, primeira gravidez, nUmero de abortos, nimero de gestacGes através de
parto normal ou cesareo, uso de métodos contraceptivos, habito de fumar, assim também como
0 numero de parceiros sexuais.

A andlise da significancia de diferenca de proporces e posterior avaliacdo de existéncia
ou ndo de associacdo entre as variaveis qualitativas foi realizada utilizando-se o Teste Qui-
Quadrado de Pearson (¥2) com simulagdo do p-valor e/ou o Teste Exato de Fisher, para os casos
em que a frequéncia esperada fosse inferior a cinco (p<0,05). Para as variaveis quantitativas foi
aplicado o teste Kruskal-Wallis. O nivel de significancia utilizado nos testes foi de 5% com um
intervalo de confianca de 95%. Todas as analises foram feitas através dos softwares®.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Amazonas (CEP/UFAM) (CAAE n. 12240113.8.000.5020).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O levantamento das informacdes referentes a procedéncia e residéncia das 187 mulheres
gue compuseram a populacdo de estudo, demonstrou que 78,07% (146/187) delas nasceram no
Amazonas e 95,72% (179/187) moram na capital ha mais de dois anos.

O Instituto Nacional do Cancer!’ preconiza o exame citopatolégico (preventivo) como
0 método de rastreamento do cancer cervical, obedecendo um intervalo de trés anos ap6s dois
resultados negativos (com intervalos de um ano) em mulheres sexualmente ativas com idade
entre 25-64 anos de idade. As mulheres participantes deste estudo demonstraram uma média de
idade de 32,59 anos (DP + 8,43). A idade minima foi de 16 anos e a idade maxima de 50 anos.
Nessa faixa etéria, as mulheres estdo expostas a infeccéo pelo HPV.

Dados do perfil clinico das mulheres atendidas nas Unidades Basicas de Saude Leonor
Mendonga de Freitas e O 08 demonstraram que 96,43% (135/140) tiveram resultado
citopatoldgico inflamatério com negatividade para a presenca de neoplasias, no entanto, 2,14%
(3/140) dessas mulheres foram excluidas por ndo possuirem material suficiente para a
realizacdo do preventivo e 1,42% (2/140) por apresentarem positividade para a presenca de
neoplasias resultado. Todas as mulheres atendidas no FCECON apresentaram alteracdo nesse
mesmo exame e, apOs serem submetidas ao exame histopatologico e colposcépico,
apresentaram resultados confirmatdrios para lesdes pré-malignas do colo do utero do tipo HSIL.

A partir das informacdes clinicas, laboratoriais (citopatoldgico e histopatoldgico, no
caso das mulheres com lesdo) e moleculares (diagnostico molecular de HPV, TV e CT,
conforme descrito em Costa-Liral"), foi possivel dividir as mulheres participantes do estudo em
quatro grupos bem distintos e caracterizados: I. Normal: composto por 40 mulheres sem
evidéncias de qualquer sinal, sintoma ou desordem urogenital; 1I. composto por 33 mulheres
apresentando CVV; Ill. composto por 31 mulheres apresentando VB; e IV. composto por 44
mulheres apresentando leses pré-malignas do colo do utero (HSIL).

Os resultados comparativos entre os grupos de estudo realizados para a verificacdo da
existéncia de associacao entre os fatores sdcio-econdémicos-culturais e clinicos demonstraram
que houve uma concentracdo na faixa etaria de 31-40 anos entre as mulheres que compuseram
0s grupos de estudo, demonstrando existir uma cobertura pelo rastreamento do cancer cervical
(Tabela 1).
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Tabela 1: Comparacdo das variaveis socioecondémicas entre os grupos de estudo Normal, Candida,
Vaginose e Leséo

VARIAVEIS Normal Candida Vaginose Leséo P - Valor
f f (%) f f (%) f f (%) f f (%)
Faixa Etaria
16 |- 20 anos 5 10,20% 5 1282% 10 26,32% 2 4,26% 0.1214
21 |- 30 anos 15 30,61% 12 30,77% 13 34,21% 10 21,28%
31 |- 40 anos 21 42,86% 15 38,46% 10 26,32% 24 51,06%
41 |- 50 anos 8 16,33% 7 1795% 5 13,16% 11 23,40%
Estado civil
Solteira 18 36,73% 16 40,00% 20 54,05% 9 19,57% 0.004498
Unido Estavel 14 28,57% 12 30,00% 21,62% 20 43,48%
Casada 17 34,69% 12 0,00% 24,32% 12 26,09%
Divorciada/Separada 0 0,00% 0 0,00% 0,00% 5 10,87%
Escolaridade
Ensino Fundamental Incompleto 2 26,53%% 6 1622% 5  13,89% 9 19,15% 0.007496
Ensino Fundamental Completo 13 4,08% 1 2,70% 2 5,56% 12 25,53%
Ensino Médio Incompleto 2 44,90% 21 56,76% 21 58,33% 19 40,43%
Ensino Médio Completo 22 4,08% 0 0,00% 3 8,33% 3 6,38%
Ensino Superior Incompleto 2 12,24% 4 1081% 4 11,11% 1 2,13%
Ensino Superior Completo 4,08% 5 13,51% 1 2,78% 3 6,38%
Curso Profissionalizante 4,08% 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Renda Familiar
Até 1 salario minimo 25 54,35% 18 51,43% 25 73,53% 21 44,68%  0.1489
De 2 a 4 salarios minimos 19 41,30% 17  48,57% 26,47% 24 51,06%
De 5 a 6 salarios minimos 2 4,35% 0 0,00% 0 0,00% 1 2,13%
Acima de 6 salarios minimos 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 1 2,13%

P-Valor: Teste Qui-Quadrado; Teste Exato de Fischer

Além desses resultados, pudemos observar valores significativos obtidos para estado

civil (p=0.004498) e escolaridade (p=0.007496), mostrando uma concentracdo maior de
mulheres que afirmaram estar casadas ou em uma unido estavel no grupo Lesao e de mulheres
solteiras no grupo Vaginose.

O estado civil pode ser considerado um fator determinante de risco, se for levado em
consideracdo a maior exposicdo que essas mulheres tém aos patogenos sexualmente
transmissiveis, uma vez que ndo precisariam fazer uso de preservativos durante a relacéo
sexual. Com relagdo a Escolaridade, foi possivel observar que o grupo “Normal” foi composto
em sua maioria por mulheres que relataram ter terminado o 2° grau, ao contréario do que foi
observado para as mulheres dos grupos “Candida”, “Vaginose” e “Lesao”.

Mesmo que os dados nos levem a crer numa possivel falta de acesso a informagéo, o

que ndo acreditamos que seja de fato, uma explicacdo plausivel caberia a associagdo dessa
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informacdo com o fato de que a infeccdo pelo HPV seja muito comum entre as mulheres
sexualmente ativas, no entanto, a maioria € transitoria e, apenas algumas mulheres infectadas
pelo virus desenvolverdo algum tipo SIL e, quando ndo tratadas, desenvolverdo para o cancer
cervical®. Além disso, de acordo com o INCA® o exame realizado por mulheres menores de 25
anos sao menos eficientes do que em mulheres maduras por conta da baixa incidéncia do cancer
cervical nessa faixa etéria.

A Tabela 2, descreve as médias obtidas a partir do valor do pH medido durante as coletas
e, como pode ser observado, houve diferenca significativa para os valores de pH2 (ectocérvice)
e pH3 (fundo de saco), demonstrando que esses valores séo maiores para o grupo Vaginose. O
uso regular de contraceptivos orais, por exemplo, pode provocar acimulo de glicogénio no
epitélio cervical e alteracédo do pH local*®. Alguns grupos de estudo tém relatado que as médias
de pH vaginal em mulheres negras (4,7) e hispanicas (5) sdo mais altas quando comparadas as
médias encontradas em mulheres caucasianas (4,2) e asiaticas (4,4), demonstrando que fatores
do hospedeiro podem ter um papel importante na determinacdo da composicéo e estrutura de
sua comunidade microbiana.

Tabela 2: Comparacédo de variaveis relativas ao comportamento sexual e pH entre os grupos de estudo

Variaveis Normal Candida Vaginose Lesdo P-Valor
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

pH1 (Endocérvice) 7,07+£1,43 7,71+1,29 7,95+1,35 7,68 £0,72 0.07636
pH2 (Ectocérvice) 5,88+ 1,24 581+1,11 6,33 + 1,067 563+1,12 0.02628
pH3 (Fundo de Saco) 5,42 + 1,07 5,04 + 0,83 5,96 + 1,09 5,56 + 1,19 0.006639
ldade da 12 Relag&o Sexual 16,45 + 2,64 16,79 + 3,09 16,22 +2,44 15,89 + 2,03 0.6349
NUmero de gestacOes 2,33+1,45 2,40 £ 1,04 2,88 £ 1,50 4,04 +1,85 <0.0001
NUmero de abortos 1,45+ 0,69 1,12+ 0,35 1,36 £ 0,50 1,636 £ 0,85 0.3807
NUmero de partos normais 1,72 £+ 1,307 1,90 £ 0,92 2,429 1,28 3,216 £ 1,47 <0.0001
NuUmero de partos cesarios 1,67 +0,88 1,39+ 0,61 1,86 +1,29 1,47 + 0,64 0.7506

P-Valor: Teste Qui-Quadrado; Teste de Kruskal-Wallis

Estes resultados na maioria das vezes estdo associados a microbiota autoctone, ou seja,

a microbiota constituida por microrganismos relativamente fixos ou que sdo encontrados com
regularidade em determinada area, podendo sofrer ou ndo alteracBes. Estes achados vao de
encontro aos parametros tradicionalmente convencionados e associados a microbiota vaginal
saudavel (pH <4,5)%9-22,

Ainda com relagdo as varidveis clinicas demonstradas na Tabela 2, foi possivel observar

p-valores significativos para as variaveis nimero de gestacdes (p<0.0001) e nimero de partos
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normais (p<0.0001), demonstrando que 84,30% (145/172) das mulheres relataram ja ter
engravidado pelo menos uma vez na vida, 46,81% ja sofreram algum aborto e 78,72% tiveram
partos normais, sendo as maiores médias encontradas no grupo “Lesdo”.

A multiparidade € associada a manutencdo prolongada da zona de transformacédo na
ectocérvice ou mesmo a alterages hormonais como niveis aumentados de estrogénio e
progesterona, resultados esses de acordo com os relatados na literatura?®. Nosso estudo ndo
encontrou relacdo significativa em relacdo a idade da primeira relagdo sexual, mas chama-se a
atencdo para o resultado em que se identifica a idade média encontrada para este fator (15,89 +
2,03).

Observa-se a existéncia de uma populacdo vulneravel, pelo inicio da vida sexual
precoce, além disso, a cérvice ainda ndo se apresenta completamente formada e os niveis
hormonais ainda se encontram desestabilizados, o que as deixa cada vez mais perto de agravos
relacionados a salde reprodutiva e sexual®* 2°,

Quando analisadas as variaveis clinicas qualitativas (Tabela 3) observou-se que apenas
os valores de p obtidos para as variaveis “Uso de contraceptivos” (p=0.03097), com maior
concentracdo de uso entre as mulheres do grupo “lesdo” (78,72%) e “Numero de parceiros
sexuais” (p=0.01599). O uso prolongado de contraceptivos orais poderia promover a integragao
do DNA viral ao genoma do hospedeiro e estimular a transcrigdo dos genes E6 e E7 envolvidos
na carcinogénese, influenciando assim, a progressdo da infeccdo pelo HPV, pelo fato de
expandir a zona de transformacéo, levando o tecido a exposicéo para a agressédo do HPV?5, No
entanto, vale a pena ressaltar que as informagdes relatadas pelas mulheres quanto ao método
contraceptivo utilizado, demonstram que essas mulheres fizeram uso do preservativo como
método contraceptivo, dado esse que pode nos levar a considerar at¢é mesmo “o mau uso do
preservativo”, ja que este pode ser colocado a qualquer momento durante a relagao, aumentando
assim, a exposicao dessas mulheres a patdgenos sexualmente transmissiveis, incluindo o HPV.

As mulheres que tiveram de trés a dez parceiros sexuais apresentaram Candidose,
vaginose bacteriana e/ou lesdes precursoras do cancer cervical, corroborando o embasamento
cientifico quanto a facilidade de transmissdo de patégenos e/ou facilitagdo para um estado
anormal da microbiota vaginal.

O numero de parceiros sexuais, assim como a presenca de outras infeccGes sexualmente
transmissiveis sdo destacados como fatores circunstanciais e ndo causais para 0
desenvolvimento do cancer cervical, ja que trariam uma exposi¢do a infec¢do pelo HPV ou a

infeccdo causada por quaisquer outros patégenos que, por condi¢do, levariam a uma facilitacdo
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para a integracdo do DNA viral e consequente desenvolvimento de les6es precursoras do colo

do Utero?”: 28,

Tabela 3: Comparacéo das variaveis clinicas qualitativas entre os grupos de estudo

Variaveis Normal Candida Vaginose Lesdo P-Valor
f f (%) f f() f (%) f (%)

Uso de Contraceptivo

Nao 21 43,75% 17 4359% 17 44,74% 9 19,15%

sim 27 5625% 22 5641% 21 5526% 37 78,72% °03097
As vezes 0 000% 0 0,00% 0 000% 1 213%

Método Contraceptivo

Contraceptivo Oral 2 7,14% 3 1500% 3 1429% 7 17,07%
Anticoncepcional Injetavel (mensal/trimestral) 4 1428% 7 3500% 7 3333% 8 19,51%
Laqueadura 8 2857% 3 1500% 3 1429% 12 2927% 0-28%9
DIU 1 357% 0 0,006 2 952% 0 0,00%
Preservativo 13 46,43% 7 3500% 6 2857% 14 34,15%

Habito de Fumar

Nao 34 7391% 31 83,78% 26 72,22% 32 68,09%

Sim 4  870% 1 270% 4 11,11% 2 426% 05406
Fumou no passado 8 1739% 5 1351% 6 16,67% 13 27,66%

NUmero de parceiros sexuais

Um 16 34,04% 9 2368% 6 1579% 4 851%

Dois 5 1064% 8 21,05% 6 1579% 7 14,89%

Trés 11 2340% 6 1579% 14 3684% 12 2553% g1599
Quatro 6 1277% 6 1579% 3 7,89% 3 6,38%

Cinco a Dez 9 19,15% 9 2368% 9 23,68% 17 36,17%

Onze a Vinte 0 000 0 0,00% 0 000% 4 851%

Doengas Sexualmente Transmissiveis

Nao 40 85,11% 33 91,67% 35 92,11% 37 78,72%  0.4175
Sim 7 1489% 3 833% 3 7,89% 10 21,28%

P-valor: Teste Qui-Quadrado; Teste Exato de Fischer

Conforme os dados relatados, ndo houve significancia quando considerado o fator
“habito de fumar”, no entanto, chama-se a atencdo para o fato de que 27,66% (13/47) das
mulheres componentes do grupo “Lesao” relataram este habito no passado. O tabagismo ¢
considerado fator de risco para o desenvolvimento de lesdes em cancer cervical, devido ao
comprometimento de uma resposta imunoldgica local, ja que o tabaco pode ser encontrado no
muco cervical e causar danos diretamente ao DNA. Além disso, ele é apontado como
responsavel pela diminuicdo do nimero das células de Langerhans, que possuem papel de
defesa do tecido epitelial, facilitando assim a instalacéo de lesdes virais precursoras do cancer?®-
33.

Foram observados ainda p-valores significativos em relagdo as varidveis, HPV (p<
0.0001), TV (p =0.001442) e CT (0.000571) entre os grupos de estudo (Tabela 5). A presenca

do HPV foi detectada em 93,62% (44/47) das mulheres do grupo “Lesdo”, o TV foi detectado
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em 27,78% (10/40) das mulheres do grupo “Candida” e o CT foi detectado em 15,79% (6/38)
das mulheres do grupo “Vaginose”, de acordo com os resultados obtidos em Costa-Lira et al.
(2017).

Tabela 4: Comparacéo das variaveis referentes ao diagndstico molecular entre os grupos de estudo

Variaveis Normal Candida Vaginose Lesdo P-Valor
n % n % n % n %

HPV
Negativo 34 69,39% 23 63,89% 25 65,79% 3 6,38% < 0.0001
Positivo 15 30,61% 17 47,22% 13 34,21% 44 93,62%
TV
Negativo 42 85,71% 30 83,33% 33 86,84% 47 100,00% 0.001442
Positivo 7 14,29% 10 27,78% 5 13,16% 0 0,00%
CT
Negativo 49  100,00% 36 100,00 32 84,21% 47 100,00% 0.000571
Positivo 0 0,00% 4 11,11% 6 15,79% 0 0,00%

P-valor: Teste Qui-Quadrado; Teste Exato de Fischer

Com relacdo a presenca do HPV, o resultado encontrado era esperado para 0 grupo
“Lesdo”, ja que, para desenvolver uma lesdo precursora do cancer cervical, necessariamente
precisa haver a presenca deste patdgeno naquele ambiente. Nao foi encontrada relacdo entre as
lesdes com a presenca de TV e CT, no entanto, podemos embasar ao fato desta presenca ser
relacionada ao desenvolvimento da leséo, levando a crer que, provavelmente, a presenca desses

patégenos pode auxiliar no aumento de mulheres com lesdes daqui a alguns anos.

CONCLUSAO

Neste estudo, atraves da caracterizacdo socioeconémica, clinica e molecular foi possivel
compor quatro grupos distintos para a exploracdo da diversidade bacteriana, a saber: Normal,
Candida, Vaginose e Lesao.

Neste estudo podemos confirmar como fatores de risco para lesbes pré-malignas e
malignas do colo do utero, o elevado nimero de parceiros sexuais, a multiparidade e a infec¢do
pelo Papillomavirus Humano.

A teoria mais aceita para a explicacdo do aparecimento do cancer cervical continua
sendo relacionada a transmissdo sexual, ou seja, a0 comportamento sexual®*. A realizacdo
periddica do exame citopatologico continua sendo a estratégia mais adotada para o rastreamento
do cancer cervical em todo 0 mundo®. Sozinha pode se demonstrar ineficiente, mas quando

combinada ao conhecimento da diversidade microbiana encontrada ali e a identificagdo dos
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fatores de risco, pode dar suporte para a reducao das taxas de mortalidade que séo causadas por
este tipo de cancer. No Brasil, ainda ndo ha controle das mulheres que realizam 0s exames
citopatoldgicos e nem a periodicidade com que o fazem, o que pode refletir no descontrole das

medidas e acdes tomadas em prol dessa prevencao.
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6.1. A populacdo deste estudo foi categorizada em quatro grupos distintos e bem definidos: 1.

Normal; 1. Candida; Il1. Vaginose e IV. Lesao;

6.2. O elevado numero de parceiros sexuais, a multiparidade e a infec¢do pelo HPV foram
identificados como possiveis fatores de risco associados a alta incidéncia de lesdes pré-malignas

e malignas do colo do Utero na regido Norte na populacédo estudada;

6.3. Foi diagnosticada, a nivel molecular, a presenca do HPV em 51,33% (96/187) das mulheres

que participaram deste estudo;

6.4. O HPV foi encontrado em 36,42% (51/140), C. trachomatis em 17,42% (24/140) e T.
vaginalis em 8,57% (12/140) das mulheres atendidas nas UBS, havendo co-infec¢cdo com C.
trachomatis em 5,20% (5/140) e com T. vaginalis em 4,28% (6/140) dessas mulheres. Entre as
mulheres do FCECON, o HPV foi encontrado em 93,61% (44/47) das participantes. N&o houve
co-infeccéo entre essas mulheres. O DNA de N. gonorrhoeae néo foi encontrado em nenhuma

das mulheres participantes deste estudo pelo método utilizado.

6.5. Foram identificados os tipos de HPV 6, 16, 18, 31, 33, 52, 53, 54, 58, 59, 61, 62, 66, 70,
72,81, 82, 82 e 102 entre as participantes deste estudo;

6.6. A partir das amostras cervicais, foi possivel a construcéo de quatro bibliotecas de amplicons
das regides V1-V2 do gene 16S rRNA.

6.7. Entre os grupos de estudo, a maior diversidade microbiana foi encontrada entre as mulheres
do grupo Vaginose, seguido das mulheres do grupo Lesdo. A diversidade entre os grupos

Normal e Candida foram muito parecidas;

6.8. N&o foi possivel a caracterizagdo das espécies bacterianas encontradas neste estudo. Os
géneros identificados, em ordem de abundancia, foram: Lactobacillus, Ureaplasma, Prevotella,

Shuttleworthia, Atopobium, Bradyrhizobium, Variovorax, Megasphaera e Sneathia;

6.9. Os géneros comuns aos quatro grupos de estudo foram: Lactobacillus, Atopobium,
Shuttleworthia, Variovorax, Prevotella, Megasphaera e Sneathia. O género Bradyrhizobium

foi encontrado apenas entre os grupos Normal, Candida e Vaginose;
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7.0. O género Ureaplasma foi encontrado apenas entre os grupos Normal, Candida e Lesao,

com expressiva representatividade neste ultimo.
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Protocolo de Extracdo de DNA QIAGEN com modificacoes

O microtubo contendo a amostra foi homogeneizado em vortex durante 40 segundos,
apos descongelamento a temperatura ambiente;

Centrifugou-se o microtubo durante 5 min a 8.000 rpm, com a escovinha dentro. Em
seguida, a escovinha foi retirada do microtubo, sendo espremida em papel de selo estéril.

Adicionou-se 20 pL de Proteinase K (kit) ao microtubo, homogeneizando-se em vortex;

Foram adicionados ainda 200 pL. de Tampao AL (kit) e 200 uL de TPK (900 uL de TE;
100 pL. de Tween 20 a 20% e 20 puL de proteinase K 10 mg/mL), homogeneizando-se
essa mistura durante 30 seg. por pulso-vortex ou até que a solucdo ficasse homogénea;

A mistura foi incubada a 56°C durante 1 hora;

Apos a incubacdo, foi dado um spin para a remogéo de goticulas de amostras da tampa.
Foram reservados 400 puL dessa mistura para armazenamento a -20°C. Ao restante da
mistura, foram adicionados 200 pL de etanol absoluto gelado, homogeneizando-se
durante 30 seg por pulso-vortex. Em seguida, foi dado um spin para a remogdo de
goticulas de amostra da tampa;

Cuidadosamente, para que as bordas ndo fossem molhadas, a mistura foi transferida para
um novo microtubo de 2 mL (kit) contendo o Spin Column (kit). O microtubo foi
centrifugado durante 1 min a 8.000 rpm e, em seguida, o Spin Column foi transferido
para um novo microtubo de 2 mL (Kkit), descartando-se o microtubo contendo o filtrado;

Cuidadosamente, para que as bordas ndo fossem molhadas, foram adicionados 500 pL
do Tampdo AWL1 (kit) ao microtubo contendo o Spin Column. O microtubo foi
centrifugado durante 1 min a 8.000 rpm e, em seguida, o Spin Column foi transferido
para um novo microtubo de 2 mL, descartando-se o microtubo contendo o filtrado;

Cuidadosamente, para que as bordas ndo fossem molhadas, foram adicionados 500 pL
do Tampdo AW2 (kit) ao microtubo contendo o Spin Column. O microtubo foi
centrifugado durante 3 min a 8.000 rpm e, em seguida, o Spin Column foi transferido
para um novo microtubo de 1,5 mL (kit), descartando-se o microtubo contendo o
filtrado;

Foram adicionados 50 pL de Tampao AE (kit) ao Spin Column e e esse microtubo foi
incubado a temperatura ambiente overnight;

O microtubo foi centrifugado durante 1 min a 8.000 rpm e o Spin Column foi
descartado. As amostras foram mantidas a -20°C até a sua utilizacéo.
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Protocolo para Precipitacdo de DNA com Isopropanol/Etanol (Applied Biosystems)

1.

8.

9.

Foram adicionados 80 pL de Isopropanol 75% em cada pogo de uma placa contendo 96
pocos (com reagao de seqiienciamento de 20 uL);

A placa foi selada e deixada em temperatura ambiente durante 15 min.;

Em seguida, a placa foi centrifugada durante 30 min. a 4000 rpm em centrifuga
refrigerada;

O sobrenadante foi descartado e a placa invertida sobre papel absorvente;
Foi aplicado um pulso na centrifuga com a placa invertida em papel absorvente;

Foram adicionados 200 puL de Etanol 70% em cada amostra e a placa foi selada,
novamente;

Centrifugou-se durante 10 min. a 4000 rpm, em centrifuga refrigerada;
O sobrenadante foi descartado e a placa invertida sobre papel absorvente;

Os passos de 6 a 8 foram repetidos;

10. A placa foi acondicionada em termociclador a 60°C durante 5 a 8 min. para que o

“pellet” secasse;

Em seguida, as amostras foram preparadas para o sequenciador




ANEXO 3 131

Protocolo para Preparo de Amostras para o ABI 3500

Foram adicionados 10 uL de Formamida Hi-Di em cada amostra;

A placa foi selada e vortexada, em seguida, aplicou-se um pulso na centrifuga;
As amostras foram desnaturadas em termociclador durante 2 min. a 95°C;

Em seguida, a placa foi imediatamente colocada no gelo durante 2 min.;

Foi aplicado um pulso na centrifuga para remocéo de bolhas de ar;

O adesivo foi removido e a septa foi colocada na placa;

Em seguida, a placa com a bandeja e tampa adaptadora foram colocadas no
“autosampler”.

As amostras com formamida foram corridas antes de completar 48 h para prevenir a
degradacdo da fluorescéncia e da prépria formamida.
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Perfis eletroforéticos referentes as amplificacdes para o Diagndstico Molecular de
patdgenos

134 135 136 137 138 139 140

-~ - —

Figura 5: Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo (1 pg/uL),
evidenciando um fragmento de 450 pb, utilizando-se os primers MY09/MY11 (MANOS et al., 1989).
M: Marcador de peso molecular 100 pb Invitrogen Life Tecnologies; Amostras 134-140; C+: Controle
positivo; Br: Branco.

M 28 29 30 31 32 33 34 35 36 C+ Br

200 pb

Figura 6: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,5% corado com brometo de etideo (1 pg/uL),
evidenciando um fragmento de 150 pb, utilizando-se os primers GP5/GP6 (EVANDER et al., 1992).
M: Marcador de peso molecular 100 pb Invitrogen Life Tecnologies; Amostras 28-36; C+: Controle
positivo; Br: Branco.
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M 109 110 111 112 113 114 115 116 117 C+ Br

300 pb
200 pb

241 pb

Figura 7: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo (1 pg/pL),
evidenciando um fragmento de 241 pb, utilizando-se dos primers KL1/KL2 (MAHONY et al., 1993).
M: Marcador de peso molecular 100 pb Invitrogen Life Tecnologies; Amostras 109-117; C+: Controle
positivo; Br: Branco.

M 91 92 93 94 95 96 97 98 99 C+ Br

200 pb

100 pb 112 pb

Figura 8: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,5% corado com brometo de etideo (1 pg/uL),
evidenciando um fragmento de 112 pb, utilizando-se dos primers BTUB9/BTUB2 (MADICO et al.,
1998). M: Marcador de peso molecular 100 pb Invitrogen Life Tecnologies; Amostras 91-99; C+:
Controle positivo; Br: Branco.

M 192021 22 23 24 26 26 27 Cx BE

200 pb
132 pb

100 pb

Figura 9: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,5% corado com brometo de etideo (1 pg/uL),
evidenciando um fragmento de 132 pb, utilizando-se dos primers PapF/PapR (WHILEY et al., 2004).
M: Marcador de peso molecular 100 pb Invitrogen Life Tecnologies; Amostras 19-27; C+: Controle
positivo; Br: Branco.
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Perfis eletroforéticos referentes as amplificacfes para da montagem de bibliotecas das
regides V1-V2 do gene 16S rRNA
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500 pb ~480 pb

400 pb

Figura 10: Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo (1 pg/pL),
evidenciando um fragmento = 480 pb, utilizando-se os primers AIMF-A10MF/P11MR e P12MR, antes
da padronizacdo da PCR. M: Marcador de peso molecular 100 pb Invitrogen Life Tecnologies; Br:
Branco.

500 pb =480 pb

400 pb

Figura 11: Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo (1 pg/pL),
evidenciando um fragmento = 480 pb, utilizando-se os primers AIMF-A10MF/P11MR e P12MR, ap6s
padronizacéo de PCR. M: Marcador de peso molecular 100 pb Invitrogen Life Tecnologies; Br: Branco.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOTECNOLOGIA
DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Sra. esta sendo convidada a participar da Pesquisa intitulada: “Diversidade
Microbiana do Trato Genital Feminino”, que tem por objetivo investigar a diversidade
microbiana em amostras cervicais de mulheres em quatro tipos de situacdes distintas para obter
o0 possivel entendimento entre a microbiota vaginal e o estado de satde do trato genital feminino
e alternativas para o desenvolvimento de novas terapias ou diagndsticos de algumas das
principais patologias do trato genital feminino. As situacBes sdo estas: 1. microbiota vaginal
normal; 2. vaginose bacteriana; 3. Candida sp e 4. lesdes pré-malignas e malignas do colo do
atero.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira na autorizacdo para a coleta de uma parte do
material cervical durante a realizacdo do preventivo e em responder as perguntas do roteiro de
entrevistas.

A coleta do material cervical sera realizada por uma pessoa especializada com material
descartavel e novo. O maximo que pode ocorrer é certo desconforto com a informacao sobre
uma possivel infeccdo naquele momento. Este desconforto é em seu beneficio e da populacéo
feminina, mas ndo ha risco algum relacionado. O material que néo for utilizado sera guardado
e poderé ser usado em pesquisas futuras relacionadas a esta ndo ultrapassando o tempo méaximo
de 5 anos.

Sua participacdo € voluntéaria e, durante o periodo da pesquisa, vocé tem o direito de
tirar qualquer ddvida ou pedir qualquer outro esclarecimento relacionado a pesquisa e a
liberdade para desistir de participar ou retirar seu consentimento independente do motivo. Sua
recusa ndo trard prejuizo algum ao atendimento que estara recebendo. Para isso,
disponibilizamos o telefone (92) 3305-4230 e e-mail: evelyn_lira@ufam.edu.br.

A Sra. ndo terd nenhuma despesa ou quaisquer compensagdes financeiras. A sua
participacdo é importante para o desenvolvimento das pesquisas relacionadas as patologias do
trato genital feminino, ao diagndstico e ao tratamento destas patologias, pouco conhecidas.

Os dados e materiais coletados serdo confidenciais e em nenhum momento sera
divulgado o seu nome em qualquer fase do estudo. Os resultados desta pesquisa serdo
divulgados apenas em eventos ou publicacdes a nivel cientifico, ndo havendo identificacdo dos
voluntérios.
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AUTORIZACAO

Declaro estar ciente do teor deste TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO bem como dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais serei
submetida, dos possiveis danos ou riscos deles provenientes e da garantia de confidencialidade
e esclarecimentos sempre que desejar. Declaro ainda estar recebendo uma coOpia deste
documento onde consta telefone e e-mail para esclarecimentos sempre que desejar e que este
estd assinado. Sendo assim, concordo de espontanea vontade em participar deste estudo sabendo

que dele poderei desistir a qualquer momento sem sofrer qualquer punicéo ou constrangimento.

/ /
Assinatura da Participante Data
ou
Impresséo do Polegar caso ndo saiba assinar
/ /

Pesquisadora Responsavel Data
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ROTEIRO DE ENTREVISTA

ID:

I. TRIAGEM
1. Informag0es sobre o estudo e confiabilidade do estudo
2. Data de nascimento / / Idade:
3. Data da altima menstruacédo / /
4. Mora a quanto tempo em Manaus?

4.1 ( ) 2 anos ou mais 4.2 () mais de 5 anos
5. Onde nasceu?

5.1 ( ) Manaus

5.2 () Interior do estado do Amazonas Qual?

5.3 ( ) Outro estado da regido norte Qual?

5.4 () Outro estado da federagéo Qual?
6. Onde reside?
7. Nome:
8. Apresenta corrimento? ( ) SIM* ( )NAO

*8.1 Qual a cor?

*8.2 Possui mau cheiro?

*8.3 Acompanha coceira?
9. Sente dor abdominal? ( )SIM ( )NAO
I1. QUESTIONARIO
10. Nivel de Escolaridade:

11.1( ) 1°Grau 11.2 ( ) 2° Grau
11.3 ( ) Profissionalizante 11.4 ( ) Ensino Superior
11. Estado Civil:
12.1 ( ) Solteira 12.2 ( ) Unido Estavel
12.3 ( ) Casada 12.4 ( ) Divorciada
12.5( ) Vilva
12. Renda Familiar (Salério Base: R$622,00):
13.1 ( ) 1 salario minimo 13.2 ( ) 2-4 salarios minimos
13.3 ( ) 5-6 salarios minimos 13.4 () acima de 6 salarios minimos

13. Idade da 12 relagéo sexual:

14. Utiliza algum metodo para evitar filhos?
14.1 () Sim Qual?
14.2 ( ) Néo
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15. Ja ficou gravida? Quantas vezes?

16. N° de partos normais:

17. N° de partos cesareos:

18. N° de abortos:

19. Quial das seguintes situacdes melhor descrevem o seu habito de fumar?

19.1 ( ) Eu nunca fumei
19.2 ( ) Eu fumei no passado, mas ndao fumo atualmente
19.3 ( ) Eu geralmente fumo menos de uma carteira por dia
19.4 ( ) Eu geralmente fumo em torno de uma carteira ou mais por dia
20. Com quantos homens vocé ja teve relagBes sexuais (incluindo o parceiro atual)?

20.1( ) um 20.2 () dois
20.3( )trés 20.4 () quatro
20.5 () cinco ou mais

21. Vocé ja teve alguma doenca transmitida por relacao sexual?
21.1( ) Sim 21.2 ( ) Néo
I11. RESULTADOS DE EXAMES
22. Exame Citoldgico
22.1. Sitio 1 (Endocérvice)
pH: Teste do KOH: Amostra Cervical: 1 2 3
Bacterioscopia:
22.2. Sitio 2 (Ectocérvice)
pH: Teste do KOH: Amostra Cervical: 1 2 3
Bacterioscopia:
22.3. Sitio 3 (Fundo de Saco)
pH: Teste do KOH: Amostra Cervical: 1 2 3
Bacterioscopia:

23. Resultado do exame colpocitolégico:

Data do exame: / / Data de entrega: / /
23.1( )NICI 23.2( )NICII

23.3 () NIC III/Ca “in situ” 23.4 () Carcinoma microinvasor
23.5( ) Carcinoma escamoso invasor  23.6 () Adenocarcinoma

23.7 () Normal 23.8 () Inflamatorio*

*Inflamatorio
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24. Resultado de biopsia/exame histopatolégico:

24.1( )NICI 242 ( )NIC I
24.3 () NIC III/Ca “in situ” 24.4 () Carcinoma microinvasor
24.5 () Carcinoma escamoso invasor 24.6 () Adenocarcinoma

24.7 () Normal
OBSERVACOES
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