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1 - RESUMO

A vagina e a cérvice s@o as primeiras linhas de defesa fisica e imunoldgica
contra patégenos sexualmente transmissiveis. No entanto, os processos infecciosos na
vagina causados por micro-organismos potencialmente patogénicos como nas vaginoses
bacterianas (VB) sdo muito comuns. Podendo estar associados a uma entidade moérbida
como o papilomavirus humano (HPV). Avaliou-se a relacdo existente entre a presenca
de VB e o HPV no trato genital inferior, identificando os aspectos clinicos e
laboratoriais das mulheres atendidas em um hospital e em 5 unidades bésicas de satude
da cidade de Goidnia-GO e verificou-se a concentracdo de citocinas na secre¢ao
endocervical nos casos com VB e HPV. O estudo incluiu 173 mulheres sexualmente
ativas entre 16 e 48 anos de idade, divididas em grupos: controle, com VB e com HPV
de alto e baixo riscos. Aplicou-se um questionario onde foram analisados os fatores de
riscos extrinsecos e intrinsecos destas pacientes. Realizou-se exames de cultura e
identificacdo microbiana, verificando o pH vaginal, seguido da identificagdo do HPV de
alto e baixo riscos pelo PCR e dosagem de citocinas. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise estatistica, com célculos do odds ratio, intervalo de confianca e p
de 0,05. Foram identificados 47 casos de VB. A presenca de pH vaginal > 4,5 mostrou
resultado estatisticamente significativo ao aparecimento de HPV, p=0,001. Ao se
analisar a regressdo logistica multivariada, os fatores de risco independentes para a
presenca de VB foram: ter mais de um parceiro sexual nos ultimos 5 anos p<0,001 e ter
mais de 3 relagdes sexuais por semana p=0,002. Ja na presenca de HPV os fatores
independentes foram: estado civil casado p=0,029 e pH <4,5 p<0,001 e no caso de ser
HPV de alto risco o unico fator considerado independente foi o pH < 4,5 p=0,006. Ao
se relacionar as infecgdes pelo HPV de alto e baixo risco e pela presenca de VB com
alguns fatores imunoldgicos, através da dosagem das citocinas locais, verificou-se que
as IL-2 e IL-12 mostraram maior concentracao nos casos de VB e HPV se comparadas
ao controle. A IL-6 mostrou-se elevada somente para HPV, seguidos pelo IFN-gama e a
IL-10 embora estas duas ultimas proximas ao estatisticamente significativo. Concluiu-se
que na andlise univariada que ter mais de um parceiro sexual nos ultimos 5 anos e
realizar mais de 3 relacdes sexuais por semana sdo fatores independentes associados a

VB e a alcalinizacdo da vagina provavelmente seja um fator predisponente as infeccdes



Xiv

pelo HPV e a resposta imune, através das citocinas tipo Thl da secre¢do vaginal na

presenca de VB e/ou HPV, possivelmente seja semelhante.

Palavras-chave: citocina, papilomavirus humano, vaginose bacteriana.
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2 - ABSTRACT

The vagina and the cervix are the first immune and physical line of defense against
sexually transmitted pathogens. However infectious process in the vagina, caused by
potentially pathogenic microorganism such as bacterial vaginosis (BV), are very often.
This may be associated with a morbid entity as Human Papillomavirus (HPV). It was
evaluated the association between the presence of BV and HPV in the lower female
genital tract, identifying the clinical and lab aspects in women who received medical
attention at emergency rooms in the city of Goiania-GO and observed the production of
cytokines in endocervical secretions in cases with VB associated with HPV. This study
included 173 sexually active women, between 16 and 48 years old, divided into groups:
control, with BV and with high and low risk of HPV. A survey was conducted to collect
the intrinsic and extrinsic factors associated with the patients. Microbial cultures,
vaginal pH, identification of high and low risk of HPV by PCR, and the concentration
of cytokines were performed. The result of the research data was submitted to a
statistical analysis, calculating the oods ratio, confidence intervals and p of 0,05. Forty
seven cases of BV were diagnosed. Besides, the presence of a vaginal pH > 4.5, showed
a result statistically significant for the presence of HPV, p = 0.001 was also observed.
When analyzing the multivariate logistic regression, the independent risk factors for the
presence of VB were: having more than one sexual partner in the last 5 years p<0,001
and have more than 3 sexual intercourses per week p=0,002. But in HPV infection the
independent risk factors were: being married p=0,029 and pH < 4.5 p<0,001 and in the
case of high-risk HPV the only independent factor considered was the pH < 4.5
p=0,006. Relating HPV infections with high and low risk and the presence of VB with
some immune factors by the strength of local cytokines, it was found that, IL-2 and IL-
12 were significantly elevated in cases of BV and HPV. The IL-6 was high only for
HPV, followed by IFN-gamma and IL-10 although the last two showed a trend towards
statistical significance in HPV cases. It was concluded through the univariate analysis
that the factors, having more than one sexual partner in the last 5 years, a failure in the
use of condoms and the presence of leucorrhoea and dyspaurenia were related to the

presence of BV and level of alkaline in the vagina which could possibly predispose to
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infections HPV, and the immune response Thl-type cytokines in vaginal secretions in
the presence of BV and/or HPV may also be similar.

Key-words: cytokines, Human papillomavirus, bacterial vaginosis.
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3 - INTRODUCAO

3.1 - Consideracoes gerais sobre as infeccoes genitais:

Os estudos epidemioldgicos, clinicos e microbioldgicos das infecgdes genitais,
sintomdticas ou ndo, tornaram-se importantes, principalmente devido a elevada
incidéncia e frequente recidiva (Murta et al. 2000). Foi questionado por Nugent et al.
(1991) e Murta et al. (2000) se entre as causas destas infec¢Oes, estariam relacionadas a
falta de tratamento, a resisténcia ao tratamento, devido a selecdo de inimeras cepas de
bactérias resistentes apds o tratamento para vaginose bacteriana, ou a constante
exposicdo aos fatores de risco (Austin et al. 2005).

As doencas sexualmente transmissiveis (DST) estdo entre as cinco primeiras
categorias de enfermidades para as quais os adultos, em paises em desenvolvimento,
buscam ajuda médica, sendo a principal causa de morbidade no mundo (WHO 2001;
Oliveira et al. 2007). Geralmente, elas causam desconforto e perda de produtividade no
trabalho. As sequelas mais sérias e de maior duragao surgem nas mulheres como doenga
inflamatéria pélvica, cancer cervical, infertilidade, aborto espontaneo e gravidez
ectopica, sendo que algumas podem levar ao 6bito (WHO 2001; Barcelos et al. 2008;
Anton et al. 2008). A presenca de DST aumenta de trés a cinco vezes os riscos de se
adquirir e transmitir a infec¢do por HIV, e a vaginose bacteriana pode ser um co-fator
de transmiss@o do HIV, principalmente entre as mulheres jovens (Barcelos et al. 2008;
Mitchell et al. 2008).

A vagina e a cérvice sdo as primeiras linhas de defesa fisica e imunoldgica
contra patdgenos sexualmente transmissiveis (Gage et al. 2000; Lima et al. 2008;
Weissenbacher et al. 2010). No entanto, os processos infecciosos na vagina causados
por micro-organismos potencialmente patogénicos sdo muito comuns, sendo resultado
de um crescimento profuso de vdarios agentes (Gage et al. 2000; Edwards 2004). As
infec¢des genitais sdo geralmente causadas por protozodrios, leveduras, bactérias e virus
que podem ocasionar aumento da secrecdo vaginal, irritacdo, prurido vulvar e,
geralmente, odor fétido (Edwards 2004). Uma avaliacdo microscOpica da secrecdo
vaginal pode auxiliar no diagndstico, porém, o ideal é a confirmacdo pela cultura
microbioldgica, pois processos inflamatorios ndo infecciosos podem apresentar

sintomatologia semelhante (Edwards 2004; Lima et al. 2008).
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3.2 - Etiologia das vaginoses bacterianas:

De etiologia nao definida, a vaginose bacteriana (VB) é uma sindrome
inflamatodria e recorrente do trato genital inferior feminina (Sturm-Ramirez et al. 2000;
Cauci et al. 2002; Camargo-Campos et al. 2008a; Mitchell et al. 2008). A VB ¢é
caracterizada pela alteracdo da microbiota vaginal em que os lactobacilos, normalmente
predominantes, sdo substituidos por micro-organismos diversos, com aumento das
espécies de Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp, Bacteroides sp, Prevotella sp,
Peptostreptococcus sp, Mycoplasma hominis ou Ureaplasma urealyticum e
acompanhada pelo aumento do pH vaginal, levando a alcalinidade (Greca et al. 2004;
Weissenbacher et al. 2010). Estas bactérias sdo capazes de produzir proteases que
degradariam o muco secretado na cérvice, rompendo dessa maneira a barreira quimica
protetora dos epitélios vaginal e cervical (Greca et al. 2004; Discacciati et al. 2004). A
VB parece estar associada a vdrias doencas sexualmente transmissiveis, doenca
inflamatéria pélvica e trabalho de parto prematuro (Greca et al. 2004; Barcelos et al.
2008; Weissenbacher et al. 2010), sendo caracterizada clinicamente por secrecao
vaginal fétida. E considerada, a infeccdo vaginal de alta prevaléncia em mulheres em
idade reprodutiva (Camargo-Campos et al. 2008).

Vaginoses bacterianas, candidiases e tricomoniases sdo responsdveis por 90%
dos casos de infecgdes genitais (Adad et al. 2001). O uso de antibidticos, gravidez,
diabetes e as varias formas de imunodeficiéncia podem estar envolvidos no
desencadeamento de repetidos episddios de infeccdo pela alteracio da microbiota

vaginal (Carvalho et al. 2003).
3.3 - Componentes microbianos do biofilme:

O Papilomavirus humano (HPV) € um virus sexualmente transmissivel do tipo
DNA e é o principal co-fator no desenvolvimento de tumores cervicais, além de causar
a verruga vulvar e o condiloma acuminado. (Machado et al. 2004; Watts et al. 2005). As
alteracoes celulares citologicas compativeis com lesao pelo HPV segundo Yamamoto et
al. 2004 sao: bi ou multinucleacdo, cariorrexe, clarificagdo do citoplasma, células
fusiformes, células gigantes multinucleadas, células basais condilomatosas, coilocitose,
coilocitose leve, condensacdo de filamentos, disceratose, halo perinuclear e nicleo hiper
hipercromatico. Os micro-organismos que colonizam a vagina estdo de algum modo

associados ao desenvolvimento de Neoplasia Intra-Epitelial Cervical (NIC), podendo
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ser um co-fator para a infec¢do pelo HPV (Platz-Christensen et al. 1993; Murta et al.
2000). Todavia, outros pesquisadores (McNicol et al. 1999), consideraram pouco
provavel que esses agentes pudessem alterar a historia natural do HPV influenciando a
expressao dos oncogenes virais associados ao desenvolvimento de NIC. Porém, o fato é
que, em mulheres com VB ou com achados de “clue cells” ha uma maior frequéncia de
HPV (Georgijevic et al. 2000; Silva et al. 2001; Greca et al. 2004).

Sabe-se que a infec¢do pelo HPV pode causar alteracdes nas células cervicais,
sendo a principal causa de cancer neste local. Esta infeccao € localizada na cérvice e a
imunidade da mucosa € determinante para a patogénese viral (Discacciati et al. 2004).
Muitas respostas imunes ao HPV parecem ser um fator importante para a persisténcia da
infeccdo e evolugdo para lesdes cervicais de alto grau, por ser o virus um precursor do
cancer nesta regido (Castle et al. 2002; Discacciati et al. 2004).

Discacciati et al. (2004), relataram que apés 4 meses da conizacao diatérmica do
colo uterino como tratamento para NIC, houve uma diminui¢do na deteccdo de DNA de
HPYV e de anormalidades citolégicas, tanto em mulheres com microbiota vaginal normal
quanto as que apresentavam VB. Embora nestas ultimas a frequéncia de DNA do virus
tenha sido maior se comparado as sem VB. Porém, ndo houve diferenca significativa
entre estas mulheres antes da conizagdo diatérmica quanto a presenga de DNA de HPV
de alto risco (Crapolicchio et al. 2006). A frequéncia de anormalidades citoldgicas apds
conizagdo foi maior nas pacientes com VB presentes antes da conizagdo em comparagao
com as sem VB, contudo ndo esta totalmente esclarecido se as bactérias anaerdbias
envolvidas na VB e seus produtos metabdlicos poderiam ter efeito direto na evolugdo
das neoplasias de colo uterino (Discacciati et al. 2004). Sabe-se que o aumento do pH e
a diminuicdo dos lactobacilos produtores de H,O, (Peréxido de Hidrogénio),
caracteristicos da vaginose bacteriana, estao associados a um provavel favorecimento da
infec¢ao por HIV e/ou HPV uma vez que H,0O, estd relacionado com a protecdo inata a
esses virus (Sturm-Ramirez et al. 2000).

A resposta imune contra o HPV de uma forma geral é mediada pela resposta
imune celular, mas na imunidade especifica ¢ mediada por anticorpos da classe IgG e
IgA contra fracOes antig€nicas encontradas no muco cervical de pacientes com
neoplasia cervical (Machado et al. 2004). O infiltrado inflamatério composto de
macréfagos e células T CD4+ € observado em condilomas que regridem
espontaneamente, e a resposta linfoproliferativa de células T CD4+ especifica para o

N

antigeno E2 (superficial) demonstrou-se associada a eliminacdo do HPV. Por outro
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lado, células T CDS8+ especificas para os antigenos E6 e E7 (replicacdo) sao
encontradas em pacientes com grandes lesdes ou com tumor cervical. Além disso, a
diminui¢do da resposta com baixa producao de IL-2, IFN-y e TNF-a € observada em

pacientes com lesdo intraepitelial de alto grau (Lee et al. 2004).

3.4 - Classificacao dos elementos de defesa imune:

3.4.1 - Imunidade Inata

7z

A imunidade inata € composta por células fagocitdrias, ativacdo do sistema
complemento, barreiras quimicas como pela produ¢do de quimiocinas e citocinas,
fisicas e microbioldgicas (Murphy et al. 2010). A imunidade inata na superficie das
mucosas exerce a primeira linha de defesa contra os micro-organismos patogénicos aos
quais o hospedeiro é normalmente exposto (Lima & Alves 2008). As células epiteliais e
outras como as dendriticas, as células NK (natural killer), os neutréfilos e macréfagos,
que também estdo presentes no trato genital, secretam constitutivamente e, em resposta
ao estimulo antigénico, aumentam a secre¢cdo de peptideos antimicrobianos,

quimiocinas e citocinas (Wira et al. 2005).

3.4.2 - O papel das citocinas na resposta imunologica

As fases efetoras da imunidade inata e especifica s@o, em grande parte,
mediadas por hormodnios protéicos designados citocinas. Na imunidade inata, as
citocinas efetoras s@o na sua maior parte, produzidas por fagécitos mononucleares e na
imunidade especifica pelos linfécitos T ativados e sdo capazes de provocar reacdes
inflamatdrias ricas em neutréfilos que servem para conter e, quando possivel, erradicar
as infeccdes microbianas (Machado et al. 2004). Como muitas dessas citocinas sao
produzidas por certas populacdes de leucdcitos provenientes diretamente do sangue
como: mondcitos, neutrofilos ou eosinodfilos, sdo conhecidas como interleucinas
(Machado et al. 2004).

Assim, as citocinas sao um grupo de proteinas intercelulares produzidas por
vérias células do sistema imunoldgico que estdo envolvidos na geracdo e manutengdo
de uma resposta imune. Elas sdo induzidas por estimulos especificos e sdo responsaveis

pela diferenciacdo dos vdrios tipos de células, levando a uma complexa rede de
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atividades imunoldgicas atraindo células para o sitio da lesdo, onde fardo o processo de
defesa do hospedeiro (Machado et al. 2004).

Entre as vdrias citocinas que participam da defesa contra bactérias, tem sido
dado destaque as citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-a e IL-6. Essas citocinas sao
produzidas nas fases iniciais da infec¢io e sdo responsdveis, por meio de sua a¢dao no
hipotdlamo, pelo aparecimento da febre que inibe a multiplicacdo bacteriana. Elas
aumentam a expressdo das moléculas de adesdo (selectina P e pelas moléculas de
adesdo intercelular - ICAM), facilitando a passagem de células do vaso para o sitio da
infeccdo, e também estimulam os neutréfilos e macréfagos a produzirem 6xido nitrico
(NO) e a destruirem bactérias. Outra citocina produzida na fase inicial da infec¢do que
interfere na resposta imune adaptativa, € a IL-12 produzida por macréfagos e tem papel
importante na diferenciacdo de células ThO para Th1 (Machado et al. 2004).

A relativa proporcao de citocinas indutoras de linfocitos T auxiliares do tipo
1 (Thl) e linfécitos T auxiliares do tipo 2 (Th2) determina a magnitude e as
consequéncias de uma resposta inflamatéria (Witkin et al. 2000; Tavares-Murta et al.
2008). Muitos fatores influenciam na predominancia de IL-12 ou IL-4 e
consequentemente sobre a inducdo de uma resposta imune Thl ou Th2 que serd
induzida no trato genital feminino, em um dado periodo, em resposta a um agente
infeccioso especifico. O s€men humano € um potente indutor de IL-10 e um inibidor de
transcricdo dos genes para Interferon-y (IFN-y) e IL-12, portanto, relagdes sexuais
possivelmente induziriam uma resposta imune Th2 e poderiam inibir a resposta Th1 em

mulheres (Jeremias et al. 1998; Tavares-Murta et al. 2008).

3.4.3 - Perfil de citocinas durante as fases do ciclo menstrual:

Os niveis de interleucinas (IL) 2, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 apresentam menor
concentracdo no primeiro dia da ovulacdo. Na fase ldtea, as concentracdes de estradiol
correlacionam-se positivamente somente com IL-10 (Shrier et al. 2003), enquanto que
na fase folicular encontram-se inversamente relacionados com a imunoglobulina IgA e
IL-10; isto sugere que o estrogeno tem potencial influéncia na imunidade local do trato
genital (Kutteh et al. 1998). As concentragdes de IL-2 também se apresentam
inversamente correlacionados, na fase folicular, com o estradiol, indicando que, em

adolescentes, o estradiol pode afetar a regulacdo das células T no trato genital. Desta
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forma, a influéncia do estradiol sobre a concentracdo de citocinas em secrecdes
cervicais pode ser um mecanismo de regulacdo especifico (Shrier et al. 2003).

Além disso, aumentos significativos de concentra¢do de IL-10 foram observados
na fase ndo ovulatéria do ciclo menstrual (Gravitt et al. 2003). Ha algumas evidéncias
que sugerem que os hormonios possuem um papel de regulagdo na concentragdo dessas
citocinas locais, independentemente do volume de secre¢des. Um estudo anterior
demonstrou que os niveis de IL-10 e IL-12 foram mais baixos entre os dias 10-17

(préximo a ovulacdo) e em mulheres na pés-menopausa (Crowley-Nowick et al. 2000).
3.4.4 - Imunidade Adaptativa

A imunidade adaptativa, principalmente mediante a presenca dos anticorpos,
desempenha importante papel na defesa contra as bactérias extracelulares. Os
anticorpos podem exercer suas acdes de trés maneiras: 1) fazendo a opsonizacao, 2)
ativando o sistema complemento, 3) promovendo a neutralizacdo de bactérias ou de
seus produtos (Lima & Alves 2008).

As deficiéncias imunoldgicas, sejam da imunidade inata (disfuncdes de células
fagociticas e deficiéncia de complemento) ou da imunidade adaptativa (deficiéncia de
producdo de anticorpos ou deficiéncia da funcdo de células T), sdo fortemente

associadas com aumento de susceptibilidade a infec¢des (Murphy et al. 2010).
3.4.4.1 - Resposta imune Th1 e Th2

Se de um lado ja eram conhecidas as células e os mediadores envolvidos nas
defesas dos humanos, s6 ha alguns anos anteriores foi documentado o fato de que a
populacdo de células T CD4+ (T auxiliares) é heterogénea, sendo constituida de trés
subpopulagdes: as células Thl, Th2 e Treg. Essa observacao tem contribuido bastante
para o entendimento da imunopatogénese da maioria das doengas infecciosas (Machado
et al. 2004; Weissenbacher et al. 2010).

E fundamental a compreensio de que tanto a resposta Th1 como a resposta Th2
sao importantes na defesa do hospedeiro contra as infecgcdes. A resposta Thl esta
relacionada a defesa contra protozodrios, bactérias intracelulares e virus, enquanto a
resposta Th2 € mais efetiva contra os helmintos e bactérias extracelulares e essas
respostas sao também antagonicas, desde que o IFN-y modula negativamente a resposta

Th2; e a IL-4 e a IL-10 modulam negativamente a resposta Thl, o que permite uma
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homeostasia no sistema imune € uma resposta imunoldgica balanceada (Mills &
McGuirk 2004; Anton et al. 2008). Adicionalmente, as células regulatérias da resposta
imune que expressam as moléculas CD4 e CD25 (Tr) e produzem IL-10 e/ou TGF-3
(Tr1 ou Th3) estao envolvidas em modular a resposta imune, impedindo ou diminuindo
as consequéncias das reagdes de hipersensibilidade e das doencgas auto-imunes (Mills &

McGuirk 2004; Weissenbacher et al. 2010).
3.4.5 - Defesa imunologica no trato genital feminino:

A mucosa do trato genital apresenta muitas caracteristicas imunoldgicas
distintas e ndo compardveis a outros tecidos tipicos. As células epiteliais sdo capazes de
produzir substincias antimicrobianas como defensinas, lactoferrina e lisozima, além de
expressarem moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe
II, encaminhando os antigenos e apresentando-os aos linfécitos T CD4" (Lima & Alves
2008). O trato genital feminino pode ser dividido em seis sitios anatomicos e nas
adolescentes o sitio conhecido como zona T, considerada como a zona de transi¢ao
entre a endocérvice e a ectocérvice e estd geralmente exposta na ectocérvice o que as
torna mais vulnerdveis as infec¢des bacterianas ou virais, como o HIV e HPV (Lima &
Alves 2008). As respostas imunes humorais e celulares locais estimuladas por antigenos
soliveis ou poliovirus inativos, nas infec¢des por Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis, estreptococos do grupo B, herpes simples virus tipo 2, papilomavirus
humano e virus da imunodeficiéncia adquirida sdo fracas ou ausentes, e repetidas
imunizagdes na regido intravaginal resultam em baixa imunidade local e, raramente, ha
uma resposta humoral sistémica (Russel & Mestecky 2002). No trato genital feminino,
as defesas imunes inatas incluem o préprio epitélio de barreira, a presenca de muco, o
pH 4cido em torno de 4,5 mediado pela microbiota composta predominantemente de
Lactobacillus sp e mediadores soliveis como proteinas do complemento e peptideos
antimicrobianos (Witkin et al. 2000; Lima & Alves 2008).

O trato genital de homens e mulheres apresenta sitios andlogos a Placa de Peyer
intestinal. No entanto, as secre¢des, como o fluido intestinal, contém imunoglobulina A
(IgA) como isotipo dominante, enquanto o sémen e o fluido cérvico-vaginal contém
mais imunoglobulina G (IgG) do que IgA devido a endocérvice possuir uma grande
quantidade de plasmdcitos secretores de IgG, cujo produto encontra-se disperso no

fluido cervical (Jackson et al. 2005; Mestecky et al. 2005).
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A superficie da mucosa do trato genital, trato gastrintestinal e pulmonar
compreende um sistema imune independente do sistema imune sistémico (Mestecky et
al. 2005) uma vez que os linfocitos ativados em um local da mucosa se dispersam e
migram para outras mucosas, porém, respostas sist€émicas sdo raramente detectadas apos

esta estimulacdo local (Castle et al. 2002).

3.4.6 - Acao das citocinas nas infeccoes bacterianas e virais:

As bactérias presentes nas mulheres com VB estimulam a secrecdo de TNF-a e a
expressao de RNAm codificante para TLR4 (Zariffard et al. 2005). Na associagdo entre
niveis de citocinas, citologia vaginal e infec¢des vaginais verificou-se que as
concentracdes de IL-1p e TNF-a foram maiores em mulheres com lesdo intraepitelial
cervical se comparados a individuos com citologia negativa (Witkin et al. 2000). A
presenca de mulheres infectadas pelo HIV que apresentam uma lesdo intra-epitelial
cervical também estd associada ao aumento significativo da concentracdo de IL-1J,
porém nao € possivel afirmar que a infec¢do pelo HPV na cérvice poderia influenciar a
patogénese do HIV induzindo a produgdo de fatores imunes e inflamatérios aumentando
a expressao do virus (Gage et al. 2000). Por outro lado, Tjiong et al. (2001) e Zara et al.
(2004) descreveram que os niveis de TNF-a e IL-1p foram significativamente altos em
mulheres com cancer cervical comparando controles com pacientes com NIC.

A presenga de vaginose bacteriana pode ser claramente associada com altos
niveis de TNF-a, o que parcialmente explica 0 mecanismo de como a presenca de VB
aumenta a transmissdo de HIV (Sturm-Ramirez et al. 2000; Zara et al. 2004), assim
como lesdes persistentes causadas pela infec¢do por HPV também podem causar
inflamacdo cronica durante a inducdo de resposta imune anti-HPV e producdo de
citocinas como IL-6 e IL-10 que também podem afetar a expressdo do HIV (Gage et al.
2000). Os altos niveis das citocinas pré-inflamatérias IL-6 (Ryckman et al. 2008) ou
TNF-a estdo associadas com a presenga de inflamacdo cervical, na microbiota vaginal
alterada, com o pH vaginal maior que 4,5, na presenca de Gardnerella vaginalis (GV),
com o aumento do ndmero de leucdcitos identificados nos esfregacos vaginais corados
pelo Gram, no uso de duchas vaginais com solugdes anti-sépticas, na gravidez, com a
presenca de clue cells, com o aumento de concentracdo de hemoglobina na secrecio, na
auséncia de infeccdo fungica, com a idade e no uso de anticoncepcionais orais (ACO)

(Platz-Christensen et al. 1993; Sturm-Ramirez et al. 2000).
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Além da citocina TNF-a, os niveis de IL-12 também foram encontrados
elevados em mulheres HPV positivas infectadas, também, com HIV ou outra DST (T.
vaginalis, C. trachomatis ou N. gonorrhoeae) e notou-se que neste estudo, o aumento
do pH indicativo de infeccdes por T. vaginalis estava associado com altos niveis de IL-
10 e IL-12 (Crowley-Nowick et al. 2000; Gravitt et al. 2003). Em estudo
epidemioldgico (Zariffard et al. 2005) foram detectados marcadores de imunidade no
sangue (anticorpos anti-HPV no soro), mas nao em secrecdes locais da cérvice onde a

infecgdo ocorre.

3.5 - Eventos que poderiam alterar as respostas do sistema imunolégico:

A microbiota vaginal autoctone é complexa e sua composi¢do varia de acordo
com as alteragdes no sistema imunoldgico da mulher e a multiplicidade de eventos
decorrentes em sua vida como: fatores hormonais, multiplos parceiros, uso de
anticoncepcionais orais, antibioticoterapia por infec¢des ocorridas em outros locais,
tricomoniase, candidiase e outras DSTs como o HPV, diabetes, uso de condom ou de
ACO, tabagismo e hébitos higiénicos, mudangas de pH todos considerados fatores de
risco para o aparecimento de infec¢des genitais (Georgijevic et al. 2000; Koneman et al.
2008).

A resposta imune contra as principais DST no trato genital feminino
ocasionalmente ndo oferece protecao adequada e ndo é capaz de promover memoria de
forma eficiente, permitindo que quadros de reinfec¢do se estabelecam em curtos
periodos de tempo. Existem caracteristicas peculiares que demonstram a vulnerabilidade
da mucosa genital feminina quando exposta a micro-organismos e agentes exogenos
(Lima & Alves 2008). Sabe-se que a alteracdo da sua microbiota autéctone favorece a
proliferacdo de micro-organismos potencialmente patogé€nicos, que frequentemente
levam ao aparecimento de infeccdes e inflamagdes no ambiente vaginal (Camargo-
Campos et al. 2008a; Camargo-Campos et al. 2008b). A elucida¢do dos componentes
que interferem nessa vulnerabilidade € crucial para o desenvolvimento de vacinas ou
novos farmacos que protejam o trato genital feminino contra as DST (Lima & Alves
2008).

As respostas as infeccdes do trato genital variam entre as mulheres, pois elas nao
sdo geneticamente andlogas e ndo estdo expostas aos mesmos ambientes. Portanto, ndo é

possivel esperar que um determinado micro-organismo induza as mesmas respostas €
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ocasione doencas idénticas em diferentes individuos infectados ou ainda no mesmo
individuo, em periodos variados. Alguns fatores como a frequéncia da atividade sexual
e prévia sensibilizacdo a espermatozéides ou demais componentes do s€men, também,
influenciam a resposta imune (Witkin 1988).

A elucidagdo de como os processos infecciosos e inflamatdrios ocorre na regidao
vaginal, poderdo servir de base para o melhor entendimento da patogé€nese dessas
infecgdes. As citocinas locais s@o representativas da resposta de linfécitos T auxiliares
do tipo 1 (Thl) que regulam os linfécitos T citotdxicos e da resposta de linfécitos T
auxiliares do tipo 2 (Th2) que regulam a produgdo de anticorpos e sdo conhecidas pela
sua alta efetividade na eliminagdo de infec¢Oes microbioldgicas estabelecidas assim
como relatados por Fan et al. (2008). Portanto, nesse estudo foi realizada a dosagem de
citocinas no trato genital inferior de mulheres com e sem Papilomavirus humano e

vaginose bacteriana.
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4 - OBJETIVOS

4.1 - Objetivo geral:

Avaliar a producgao de citocinas no trato genital inferior de mulheres com e sem
Papilomavirus humano e vaginose bacteriana, atendidas nas Unidades Bésicas de Saude

da cidade de Goiania.

4.2 - Objetivos especificos:

1. Identificar os micro-organismos responsdveis pelas vaginoses bacterianas em
mulheres na fase reprodutiva investigando a presenga de Gardnerella vaginalis e
demais bactérias anaerdbias e determinar os fatores extrinsecos e intrinsecos a
ela relacionados.

2. Verificar a associacdo entre a presenca de vaginose bacteriana, o pH vaginal e a
infec¢do pelo papilomavirus humano de alto risco (HPV - 16, 18, 31, 33, 35) e
de baixo risco (HPV - 6, 11) no material cérvico-vaginal.

3. Correlacionar as infec¢des com alguns fatores imunolégicos, através da dosagem
das citocinas locais (da via Thl: IL-2, IL-12, TNF-alfa, IFN-gama, e da via Th2:
IL-6 e IL-10).
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5 - MATERIAL E METODOS:

5.1-Areae populacao de estudo:

Ap6s a aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em pesquisa Humana e
Animal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goids, o trabalho foi
iniciado sendo incluidas, prospectivamente, 173 mulheres entre 16 e 48 anos,
inicialmente no Servi¢o de Ginecologia e Mama da Associacdo de Combate ao Cancer
em Goids (ACCQG) e posteriormente nas Unidades Basicas de Saide como Centro de
Assisténcia Integrada a Saide (CAIS) Urias Magalhdes (Distrito Sanitiario Norte),
Programa de Saide da Familia (PSF) Negrdo de Lima (Distrito Sanitario
Campinas/Centro), PSF Madre Germana II (Distrito Sanitirio Sudoeste), PSF
Tremendao e Barra Vento (Distrito Sanitario Noroeste) localizados em distintas regides
da cidade de Goiania, no periodo de Abril de 2007 a Fevereiro de 2008. Estas mulheres
foram classificadas pela cor branca, preta, parda, amarela ou indigena de acordo com as
caracteristicas declaradas pelas proprias mulheres entrevistadas, critério também
adotado pelo ultimo censo realizado pelo IBGE (2000) seguindo a classificagao
cor/raga. Porém, Pena (2005) descreve que o conceito de racga é carregado de ideologia e
sempre traz consigo algo ndo explicitado: a relacdo de poder e dominagdo, sendo assim,
“toxico” e “contamina” a sociedade e tem sido usado para oprimir e fomentar injustigas,
mesmo dentro do contexto médico.

Foram excluidos da pesquisa, pacientes do sexo feminino que nao estivessem na
fase reprodutiva, e que estivessem em uso de pomadas vaginais ou duchas intra-vaginais
durante as 24 horas que precederam o dia da coleta, que haviam sido submetidas a
conizagdo, cauterizagdo, quimioterapia ou radioterapia ou que nao foram atendidas nas
Unidades Bésicas de Satide da Cidade de Goiania.

Foi realizada a pesquisa dos casos de vaginose bacteriana confirmada através de
exames clinico e laboratorial. O estudo foi conduzido baseando-se na andlise das
frequéncias dos micro-organismos causadores de infecgdes genitais através de dados
obtidos por Camargo-Campos et al. (2008), em amostra de populagdo semelhante. O
cdlculo do tamanho amostral foi feito considerando a prevaléncia de vaginose
bacteriana de aproximadamente 25% e de mulheres com HPV vaginal de 15% nesta

faixa etaria estudada. Com base nesse cdlculo e o poder do teste acima de 80%, o estudo
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buscou incluir 157 mulheres; considerando uma perda de 10% e o ndmero final

necessdrio seria de 173 participantes.

5.2 - Coleta e Transporte das amostras:

Ap6s receberem informacdes e consentirem em sua participagdo na pesquisa, um
questiondrio foi aplicado sobre os aspectos sociais, pessoais e praticas de saide. Em
seguida o material para os exames laboratoriais foi coletado. Quando o diagndstico
laboratorial confirmasse alteragdes que necessitassem de intervencdo médica e
tratamento apropriado a mulher, assim como o seu parceiro, oS mesmos receberam
assisténcia pela rede de sadde publica do municipio de Goidnia-GO. Durante a
aplicacdo do questiondrio verificou-se o dia correspondente a cada fase do ciclo
menstrual. O dia relativo (DR) ao periodo de cada fase do ciclo foi identificado como:
DR -4 (folicular), DR 0 (ovulagdo) e DR +8 (litea) (Zara et al. 2004).

O material cérvico-vaginal foi colhido durante uma consulta médica de rotina
nas Unidades de Sadde. Para a realizacdo do exame, a paciente ficou em posi¢ao
ginecoldgica, posicionada em uma maca, onde verificou-se o aspecto fisico da mucosa
vaginal. Introduziu-se o espéculo médio esterilizado descartdvel (Kolplast®) na vagina,
realizou-se a afericdo do pH vaginal com fita graduada de 3,8 a 5,4 (Merck-Sharp-
Dohme®) que foi colocada em contato com a parede lateral do ter¢o superior da mucosa
vaginal durante 30 segundos. Ndo se utilizou qualquer elemento lubrificante para ndo
interferir na qualidade do esfregaco e posterior cultivo para o isolamento e
reconhecimento dos micro-organismos. Apds a introdug¢do do espéculo foi realizada a
observacao clinica da endocérvice e feita a coleta do material de acordo com o descrito
por Tavares-Murta et al. (2008).

Durante a coleta foi usado um swab (CB Produtos®) para retirada da amostra do
férnice posterior, priorizando a inoculagdo em placa de Petri contendo agar Columbia
CNA (colistina - dcido nalidixico) com 5% de sangue humano e fazendo estrias neste
meio com alca descartdvel esterilizada e a seguir introduzindo o swab no Caldo BHI
PRAS, meio pré-reduzido e esterilizado em anaerobiose contendo hemina, vitamina K e
extrato de levedura. As placas e os caldos eram imediatamente incubados em jarra de
anaerobiose (Gaspak®) (37,0°C £ 0,5°C) por 48 a 72 horas (Murta et al. 2000). Com
outro swab foi confeccionada uma lamina com aproximadamente duas gotas de

secrecdo vaginal a qual se adicionou 5 gotas de hidréxido de potédssio (KOH) a 10%,
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observando-se o odor caracteristico da volatilizacdo das aminas putrescina e cadaverina
em amostras positivas para vaginose bacteriana e, em seguida, este swab foi introduzido
em tubo contendo salina a 0,85% e entdao fechado com tampao de algodao (Silva et al.
2001).

As amostras retiradas da endocérvice na jungdo escamo-colunar (JEC) foram
utilizadas para a realizacio do Papanicolaou e a dosagem de citocinas. Segundo
Tavares-Murta et al. (2008), as concentracdes das citocinas sao maiores na endocércice
do que em secrecdes vaginais motivo pelo qual a coleta foi realizada neste sitio. Estas
amostras também foram utilizadas para a pesquisa de HPV onde o material era coletado
através da escova (Digene ®) introduzida e girada a 360° por duas vezes. Introduziu-se
a escova em um tubo de 0,5 ml contendo 0,3 ml de salina. Apds quebrar a haste, o tubo
foi fechado e imediatamente colocado em caixa com gelo reciclavel para o transporte.

O material nas jarras foi entdo transportado ao Laboratério de Microbiologia do
Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica - IPTSP/ UFG, onde os meios de cultura
e laminas foram submetidos a andlise microbioldgica.

No laboratério, o tubo Eppendorf contendo a secrecdo vaginal foi submetido a
agitacdo em vortex por 1 minuto. Este tubo foi, entdo, invertido e realizado um orificio
na parte inferior do mesmo. Com cuidado foi encaixado em um outro tubo Eppendorf de
1,5 ml e submetido a centrifugacdo por 5 minutos a 300g. Apds a centrifugagdo, o tubo
de cima foi descartado e o volume do tubo inferior medido precisamente (anotou-se
para cdlculo posterior) e acertou-se o volume final para 500ul com solucdo salina. O
volume final era aliquotado e estocado a —70°C para posteriores dosagens das citocinas
que foram realizadas no Laboratério do Instituto de Pesquisa em Oncologia/Disciplina
de Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal do Tridangulo Mineiro - UFTM. O
tubo contendo a secrecdo e salina a 0,85% foi utilizado para a confec¢ao do exame a

fresco e para a producao das laminas para a coloracao de Gram no IPTSP-UFG.

5.3 - Diagnéstico das vaginoses bacterianas:

No diagndstico da vaginose bacteriana deveriam estar presentes 3 dos 4 critérios
clinicos estabelecidos: leucorréia, pH maior que 4,5, teste de aminas positivo ou

presenca de “clue cells” (Amsel et al. 1983; Georgijevic et al. 2000).
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5.3.1 - Isolamento e identificacao das bactérias:

Os esfregacos das secrecdes vaginais corados pelo Gram foram examinados e
avaliados de acordo com a classificagao de Nugent et al. (1991), em microscépio dptico
com aumento da objetiva de 100x, iniciando-se a leitura onde houvesse maior
celularidade.

A microbiota vaginal foi classificada no esfregaco corado pelo Gram através da
seguinte divisdo: presenca exclusiva de lactobacilos (grau 1), predominio de
lactobacilos (grau 2), presenga de lactobacilos, mas predominincia de outras bactérias
Gram positivas ou negativas (grau 3), e auséncia de lactobacilos e presenca de
microbiota mono ou poli bacteriana (grau 4). Considerou-se microbiota alterada quando
a secre¢do obtida era compativel com os graus 3 e 4 desta classificacdo (Sturm-Ramirez
et al. 2000). O caldo BHI PRAS foi incubado por 24h a 36,5°C e a seguir o material era
semeado em dgar-base enriquecido com sangue de carneiro a 5% e incubado a 37°C por
24 horas e posterior observacao da hemolise em placa. Nos meios com crescimento as
coldnias foram submetidas a coloragdo de Gram antes dos testes de identificacao.

O cultivo e isolamento de bactérias anaerdbias foram realizados em jarra de
anaerobiose: 1) em agar contendo sangue humano a 5%; 2) em dgar Columbia acrescido
de colistina e 4cido nalidixico. A identificacdo presuntiva foi realizada com base na
morfologia celular tipica da col6nia pequena e beta-hemolise, em cultivo de 35°C por
24, 48 ou até 72 horas em atmosfera de 5% a 7% de CO, (gas carbonico) obtidas através
da utilizacdo de um saché para anaerobiose (Anaerobac, PROBAC®). A identificacdo
de bactérias anaerébias era realizada através das seguintes provas bioquimicas:
fermentacdo da sacarose, manitol, maltose, glicose e lactose, producdo de gelatinase,

urease, VM, indol, motilidade e teste rapido do hipurato (Koneman et al. 2008).

5.4 -Dosagem de citocinas:

5.4.1 - Quantificacao de citocinas: ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Para assegurar a analogia entre estudos, os ensaios foram estandartizados com
uma citocina padrao comercialmente disponivel (BD®). As citocinas 1L-2, IL-12, TNF-
alfa, IFN-gama, IL-6, IL-8 e IL-10 foram quantificadas usando Kit ELISA (BD®)
comercialmente padronizado. Devido a sensibilidade e instabilidade desta citocina a

temperatura ambiente ela foi a primeira a ser dosada, assim como realizados por Sturm-
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Ramirez et al. (2000). Estas citocinas foram escolhidas por serem moléculas
importantes na regulacdo da cascata da inflamacdo em ambiente vaginal.

O Kit de ELISA foi utilizado para medir as concentragdes dessas citocinas no
material cérvico-vaginal. Apos testd-lo de acordo com as instru¢des do fabricante, era
preciso calcular o fator de diluicdo necessdrio para medir o menor € o maior limite de
deteccao de cada citocina. Todos os testes com amostras e controles foram realizados
em duplicata.

As citocinas presentes na secre¢do vaginal estocada a -70°C ndo sofreram
processo de descongelamento até serem dosadas por ELISA utilizando pares de
anticorpos monoclonais comercialmente disponiveis. Utilizaram-se placas de 384 pocos
de fundo chato, em que foram sensibilizados com os anticorpos monoclonais especificos
para a captura da citocina que seria dosada. Portanto, foram adicionados 100ul do
anticorpo (Ac) de captura diluido em tampdo diluente de Carbonato de Sédio (coating
buffer) (1:250 — Ac : solu¢do). Incubou-se a placa durante a noite a 4° C. Apds, foram
aspirados os pocos e lavados por 3 vezes com 75 ul de solu¢do de lavagem (PBS-
Tween a 5%) e inverteu-se a placa em papel absorvente para remover os restos de
tampao. Em seguida realizou-se o bloqueio da placa com > 50ul/pog¢o de tampao
diluente de PBS com soro bovino fetal. Incubou-se em temperatura ambiente por 1 hora.
Dois pogos foram utilizados para o branco da reacio. As fileiras 1 e 2 de cada placa
foram adicionados 25 ul de citocina padrao recombinante seguindo dilui¢des seriadas
1:2 em solucdo salina tamponada com tampao diluente de PBS com soro bovino fetal a
partir das concentracdes iniciais diluidas. As outras fileiras foram adicionados 25 pl/
poco da secrecdo vaginal contendo a citocina diluida no momento da coleta e calculado
o fator de diluicdo. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por duas hora e
lavadas por 6 vezes com a mesma solucdo de lavagem. A seguir, adicionou-se 25 ul/
poco do anticorpo anti-citocina (anticorpo de deteccdo) a ser dosada, marcado com
biotina, diluido 1: 250 em tampao diluente de PBS com soro bovino fetal, e
acrescentou-se a enzima marcada com avidina. As placas foram reincubadas por 1 hora
a temperatura ambiente e novamente lavadas por 6 vezes em PBS-T, quando entdo foi
adicionado 25 pl/pogo de substrato DNP (TMB) (BD OptEIA ™ - TMB Substrate
Reagent Set) incubados por 30 minutos em temperatura ambiente no escuro. Adicionou-
se 50ul de solucao de parada, 4cido fosférico a 5%, em cada poco. Os resultados foram
obtidos pela diferenca entre as absorbancias obtidas a 570 e 450 nm (Abs 570 - Abs
450) medida em um leitor automdtico de ELISA (Espectra Max Plus 384). A
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concentracdo de citocinas nos sobrenadantes determinada em pg/ml através da
comparacdo com as absorbancias obtidas em uma curva padrdo da respectiva citocina

recombinante era realizada simultaneamente (Zara et al. 2004; Maisuradze et al. 2005).
5.5 - Tipagem do HPV
5.5.1 - Extracao do DNA

A secrecdo vaginal coletada das pacientes também foi utilizada para extracdo
do DNA. Dos 500ul iniciais da amostra, 100ul foram diluidos em 1,0 ml de solucdo
monofésica de fenol e isotiocianato de guanidina (TRIZOL®).

Neste novo tubo era realizada a separacdo das fases adicionando 200uL de
cloroférmio para cada 1,0 mL de TRIZOL® coletado na amostra, com posterior agitagao
em vortex por 15 segundos, incubacdo a temperatura ambiente por 3 minutos e
centrifugacdo a 12.000g por 15 minutos a 4°C. No final da centrifugacdo houve a
separacdo da mistura em uma fase inferior vermelho-fenol-cloroférmio e em outra
incolor aquosa na parte superior. A fase aquosa foi entdo transferida para outro tubo e a
fase fendlica submetida a extracdo de DNA. Foram adicionados 300uL de etanol 100%
com posterior agitacdo em vortex por 15 segundos, incubagdo a temperatura ambiente
por cerca de 2 a 3 minutos e centrifugacdo a 2.000g por 5 minutos a 4°C.

Ap6s a centrifugacao houve a separacdo da amostra em duas fases, sendo que o
DNA foi encontrado na fase sélida do tubo, o sobrenadante foi removido e em seguida
realizada a lavagem do DNA por suspensdao em 1,0 ml de citrato de sédio 0,1M a 10%
de etanol, com posterior homogeneizacdo em vortex por 15 segundos e incubacio a
temperatura ambiente por 30 minutos e centrifugacdo a 2.000g por 5 minutos a 4°C.
Ap6s as duas lavagens, adicionou-se 1ml de etanol 75% e incubou-se por 20 minutos a
temperatura ambiente, logo em seguida foi centrifugado a 2.000g por 5 minutos a 4°C e
o sobrenadante descartado (Maisuradze et al. 2005; Crapolicchio et al. 2006).

A seguir, o material era incubado a 4°C por 48 horas, para secagem do
sedimento. Ap6s a obtengao do DNA sedmentado, este foi diluido em 100 uL. de NaOH
a 8 mM, para melhor dissolu¢do do material e armazenado no freezer a 0°C para

posterior realizagdo da PCR.
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5.5.2 - PCR para HPV

Para realizacdo da PCR adicionou-se ao DNA diluidpo em NaOH a 8mM em

uma solu¢do mix para PCR.
As reagdes de PCR foram feitas seguindo o protocolo descrito pelo fabricante da enzima
(Invitrogen®, Carlsbad, California, EUA), contudo, as temperaturas de anelamento
assim como os mixes para cada sequéncia iniciadora, as etapas e nimero de ciclos para
a realizacdo das PCRs foram otimizadas por prévias padronizacdes realizadas no IPON
da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM).

De modo geral, ao tubo contendo DNA foi adicionado a uma solugdo contendo
os seguintes componentes para amplificacdo: Tampao 10x, dNTP, MgCl,, Tag DNA
polimerase, Primer F 10 mM, Primer R 10 mM e 4gua ultra pura. Porém as
concentracdes dos reagentes e as temperaturas utilizadas para as reacdes de

amplificacdo se encontram descritas abaixo.

Componentes para amplificagado de HPV com volume final de 25,0ul:

o Tampao 10X-----------==mmmmmmmmmm oo 2,5ul
o MgCl, 5S0mM------mmmmmmm oo 1,10ul
e dntp I0mM e 1,00l
e primer F 10mM --------o-moommeemoo 0,75ul
e primer R 10mM -------m-mmmmmmm oo 0,75ul
® DNA -omemmmemeemm e e e e 10,0ul
e H,OMilliQq.s.p para 25,0ul

e Taq DNA polimerase SU/U ------------------- 0,15ul
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Quadro 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores sintetizados para a amplificacdo de

fragmentos especificos para DNA de HPV.

Primers Sequéncia

Tamanho

do Produto

Temperatura

de

Amplificado Anelamento

Referéncia

5’=5’..TACACTGCTGGACAACA

HPV- (Sarkar FH
TGC...3’
baixo risco 302 pb 58°C et al. 1990)
3’=5"...GTGCGCAGATGGGACAC
(6,11)
AC..3’
5=5..TTTGTTACTGTGGTAGAT
HPV- ACTAC...3’ (Sarkar FH
alto risco 3=5... 175pb 42°C et al. 1990)
(16,18,31,33,35) GAAAAATAAACTGTAAATCATA
TTC...3’

5.5.3 - Ciclo de Amplificacdo de DNA

Para o HPV de alto risco a reagdo era iniciada em 94°C por 10 minutos
seguidos de 40 ciclos de 1 minuto de desnaturagdo, posteriormente de 45 segundos a
temperatura de anelamento 42°C e 1 minuto de polimeriza¢do a 72°C e posteriormente
mais 10 minutos nesta temperatura e finalmente resfriado a 16°C. Para o HPV de baixo
risco a reagdo foi iniciada em 92°C por 4 minutos seguidos de 35 ciclos de 30 segundos
de desnaturacdo, posteriormente de 45 segundos a temperatura de anelamento 58°C e 45
segundos de polimerizacdo a 72°C, posteriormente mais 15 minutos nesta temperatura e
finalmente resfriado a 16°C. A reacdo era amplificada utilizando um termociclador -

Eppendorff ® com 96 orificios (Crapolicchio et al. 2006).
5.5.4 - Deteccao dos Produtos Amplificados

Ap6s a reacdo de PCR, os produtos da amplificagdo foram misturados com Sul
de tampdo de amostra e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e 90
volts por 2 horas e corados com nitrato de prata a 2%. Foi utilizado um padrao de peso
molecular de 50pb em cada gel de corrida (Trackit™™ 50pb DNA ladder da Invitrogen®).

Posteriormente a corrida eletroforética, colocou-se o gel em solugdo fixadora por 15
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minutos, esta solu¢do era desprezada e em seguida adicionada ao gel uma solucdo de
Nitrato de Prata a 2% por 15 minutos sob agitacdo mecanica, seguido de uma lavagem
rapida em dgua Milli-Q e incubagdo em solugdo reveladora por aproximadamente 15
minutos, retornando o gel para a solugdo fixadora por 15 minutos. Apds a revelagdo do
gel realizou-se a andlise da presenca das bandas de 302pb para HPV de baixo risco e de

175pb para HPV de alto risco (Tamin et al. 2002; Crapolicchio et al. 2006).

5.6 - Analise Estatistica:

Realizou-se a anélise estatistica descritiva, incluindo distribui¢des de frequéncia
de dados categéricos. A prevaléncia foi calculada para refletir a frequéncia relativa de
infecgdes genitais, com intervalos de confianca (IC) de 95%. Odds ratio e IC95% foram
calculados em anélise univariada e multivariada para estimar o poder de associagdo
entre a presenca de VB e cada comportamento de risco em potencial através dos testes
qui-quadrado, Mann-Whitney e Teste T de Student. Os principais fatores de risco foram
avaliados com 5% como o valor de p critico para a entrada de varidveis (Centeno et al.

1999).
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6 - RESULTADOS

De 173 mulheres estudadas, 47 (27,2%) apresentaram vaginose bacteriana (VB)
e 47 (27,2%) apresentaram infec¢des pelo HPV. Entre as pacientes com VB, a maioria
era de cor parda e 10 (47,6%) eram negras. No grupo com VB, 20 mulheres ndo
utilizavam métodos de barreira sexual e 19 (40,4%) utilizavam ACO. Do total de
mulheres examinadas, a maioria era casada, sendo: 75,0% no grupo controle, 68,1% no
grupo com VB (p=0,344), 61,7% naquelas com HPV (p=0,065); 64,5% no grupo com
HPV de alto risco (p=0,236) e 54,5% entre as com HPV de baixo risco (p=0,057).Foram
encontrados 31 casos de pacientes com HPV de alto risco e 22 casos com HPV de baixo
risco, porém 6 mulheres apresentavam as duas formas de HPV, totalizando 47. No total
de 47 mulheres com VB e 47 com HPV, a maioria possuia menos de duas gestagdes,
ndo era abortiva, nem tabagista e ndo fazia o uso de duchas vaginais, com resultados
ndo estatisticamente significativos. Nos grupos, com VB ou com HPV, a presenca de
cancer de colo uterino na familia, ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa.

Do total de mulheres examinadas, a ndo utilizacdo de condom como fator de
risco para estas intercorréncias vaginais, também ndo mostrou resultados
estatisticamente significativos e apresentaram os seguintes resultados: 25,0% no grupo
controle, 27,1% dentre as com VB (p=0,512), 28,5% no grupo com HPV (p=0,303),
18,8% entre as com HPV de alto risco (p=0,399) e 13,2% no grupo com HPV de baixo

risco (p=0,502), as demais caracteristicas encontram-se na tabela 1.
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Tabela 1: Fatores comportamentais e fisiol6gicos das mulheres atendidas nas Unidades Basicas de Saude da cidade de Goiania-GO, de acordo com a andlise

univariada.

Fatores de risco Presenca de VB Presenca de HPV HPYV alto risco HPYV baixo risco

n n n n

(%) OR IC p (%) OR IC p (%) OR IC p (%) OR IC p
Idade > 30 anos 23 25 20 8

(48,9 0,696 0,35-1,36 0,187 (26,00 0,880 0,45-1,72 0,420 (20,8) 1,579 0,70-3,53 0,180 (8,3) 0,409 0,16-1,03 0,045
Menarca <14 anos 42 41 28 19

(93,3) 0346 0,09-1,23 0,068 (29,5) 0,228 0,05-1,02 0,026 (20,1) 0,180 0,02-1,39 0,051 (13,7) 0,287 0,04-2,26 0,183
Sexarca <16 anos 19 21 17 11

(42,2) 1,021 0,51-2,05 0,549 (30,4) 0,708 0,35-1,43 0,215 (24,6) 0,453 0,20-1,03 0,043 (11,8) 0,894 0,35-2,29 0,500
Paridade >2 9 4 1

(19,1) 0,758  0,33-1,75 0,332 5(12,8) 0,322 0,12-0,88 0,015 (10,3) 0,453 0,15-1,38 0,116 (2,6) 0,142 0,02-1,09 0,020
Ensino Médio ou 27 28 16 16
Superior (60,00 1,154 0,57-2,33 0,414 (30,4) 1,688 0,81-3,52 0,111 17,4) 0,892 0,43-2,24 0,564 (17,4 3,368 1,07-0,58 0,024
Parceiros >1 nos 29 19 12 10
ultimos 5anos (61,7) 3,424 1,70-6,88 <0,001 (27,5 1,018 0,51-2,02 0,547 17,4) 0,931 0,42-2,06 0,514 (14,5 1,285 0,52-3,16 0,373
n° coitos >3 19 12 7 5
por semana 40,4) 3,039 145-6,35 0,003 (28,6) 1,097 0,51-2,38 0,479 (16,7) 0,892  0,35-2,25 0,506  (11,9) 0,906 0,31-2,63 0,547
DST atual 2 1 0

4,3) 5,556 0,49-62,76 0,048 1(33,3) 1,348 0,20-15,22 0,616 (33,3) 2,333 0,20-26,57 0,449 (0,00 0,980 0,96-1,00 0,663
pH>4,5 37 34 23 16

(78,7) 5,194 2,37-11,37 <0,001 (72,3) 3,329  1,60-6,91 0,001 (74,2) 3,267 1,37-7,80 0,005 (72,7) 2,813 1,04-7,58 0,029

32 29 20 12
Casadas (68,1) 0,806 0,39-1,67 0,344 (61,7%) 0,537 0,26-1,10 0,065 (64,5) 0,677 0,30-1,54 0,236 (54,5 0,425 0,17-1,06 0,057

VB: Vaginose bacteriana, HPV: Papilomavirus humano, n: nimero total, OR=o0dds ratio, IC=intervalo de confianca de 95%, p<0,05
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Na andlise realizada pela citologia oncoética, dos 47 casos positivos para
vaginose bacteriana, em 41 foram encontradas clue cells, sugestivo de VB e nos outros
6 a predominancia de lactobacilos. A coloracao de Gram mostrou maior sensibilidade
no diagnéstico de VB com 95,8% de concordancia entre dados clinicos e
microbiolégicos. Na realizacdo da cultura bacteriana em anaerobiose, foram
identificados 42 (24,3%) casos com Gardnerella vaginalis e 149 (86,1%) com demais
anaerdbios. Ao se analisar os dados obtidos, através da regressao logistica multivariada
os fatores de risco independentes para a presenca de VB ou de HPV encontram-se

representados na Tabela 2.

Tabela 2: Fatores comportamentais e fisioldgicos das mulheres atendidas nas Unidades

Basicas de Sadde da cidade de Goiania-GO, de acordo com a analise multivariada.

Presenca de VB Presenca de HPV HPYV alto risco
Fatores de risco p OR IC p OR IC p OR IC
n° coitos >3 por semana 0,002 3,01 1,34 -7,12 - -
Parceiros >1 dltimos 5anos < 0,001 3,54 1,65 -7,63 - -
Casado - 0,029 0,43  0,20-0,96 -
pH>4,5 - <0,001 423 1,87-9,60 0,006 3,39 1,34-8,54

VB: Vaginose bacteriana, OR: odds ratio, IC: Intervalo de confianga (95,0%), p<0,15

Entre as mulheres examinadas, verificou se haveria a possibilidade de existir
uma associacao entre a presenca de VB e de HPV. Entre as 47 pacientes com HPV, 12
(25,5%) delas apresentavam VB e das 126 sem VB, 41 (32,5%) possuiam HPV com p =
0,373. Entre as mulheres que apresentavam HPV de alto risco 8 (17,0%) tinham VB
enquanto que 23 (18,2%) casos de HPV de alto risco nas que ndo apresentavam VB (p =
0,850). Nas que possuiam HPV de baixo risco 5 (10,6%) tinham VB versus 17 (13,5%)
casos de HPV no grupo sem VB com p = 0,616.

As mulheres estudadas foram divididas em grupos, baseando-se nas suas
caracteristicas clinicas e microbioldgicas. Em mulheres com microbiota normal (grupo
controle) foram visualizados Lactobacillus sp em 104 (60,1%) além de outros bacilos e
cocos Gram positivos. Nos casos positivos para VB foram encontrados: Gardnerella
vaginalis em 41 (87,2%), Prevotella sp em 20 (42,5%) e Clostridium sp em 7 (14,9%)
seguidos de outros anaerdbios. Nos 32 casos de candidiase com presenca em sua

maioria de pseudohifas foram verificados Candida albicans em 23 (71,9%), C. glabrata
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em 5 (38,5%) e C. parapsilosis em 3 (9,4%). Nos casos de vaginite bacteriana
observou-se Staphylococcus cohnii em 5 (38,5%), S. aureus em 3 (23,0%) e Escherichia
coli em 2 deles (15,4%), além de outras enterobactérias e estafilococos. Verificou-se
também a presenca de Trichomonas vaginalis em 5 (2,9%) do total de mulheres
estudadas.

Dentre os 43 casos de Gardnerella vaginalis identificados através da cultura, 11
(25,6%), possuiam HPV, ja no grupo sem GV foram observados resultados semelhantes
com 36 (27,7%) casos (p=0,787). O mesmo foi aplicado comparando-se o grupo com e
sem a presenca de bactérias anaerdbias em que 43 (27,0%) dos que apresentavam
anaerdbios possuiam HPV, resultado préximo ao grupo sem identificacdo de anaerdbios
que foi de 28,6% com p =0,902. Entre as mulheres examinadas 63 (36,4%) estavam na
fase proliferativa DR -4, 19 (11,0%) na ovulatéria DR 0 e 91 (52,6%) na liutea DR+8.
Foram encontrados 26 (31,7%) casos de HPV do total de 82 mulheres nas fases
proliferativa e ovulatéria em e 21 (23,1%) casos de HPV daquelas 91 na fase ludtea, p

=0,135 (Gréfico 1).

Figura 1: Andlise da frequéncia de HPV de alto risco (16,18,31,33,35) e baixo risco
(6,11) durante o ciclo menstrual das mulheres analisadas nas Unidades Basicas de

Saude da cidade de Goiania-GO.

25,00% -
20,60% 21,10%
20,00% - 17,50% 17,60%
15,80%
15,00% -
10,00% -
6,60%

5,00% |

0,00%

DR -4 DR O DR +8

HPV de alto risco O HPV de baixo risco

DR: Dia relativo; HPV alto risco n = 31, x> =0.138, p=0,933; HPV baixo risco n=22, x> = 6.872,
p=0,032.
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Foram dosadas as citocinas IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-a e todas
eram comparadas a sua concentra¢do em relacdo ao grupo controle. Destas, somente as
IL-2, IL-6 e IL-12 apresentaram resultados estatisticamente significativos na presenca
de HPV e de vaginose bacteriana. Os resultados das concentragdes de todas as citocinas

encontram-se nas tabelas 3, 4, 5 e 6 abaixo.

Tabela 3: Concentracao de citocinas em mulheres com vaginose bacteriana.

Citocinas  Controle Com VB
Mediana Mediana  Intervalo Interquartil 25%-75% Mann-Whitney p
n=60 n= 47
IL-2 20,64 47,84 21,92 - 90,58 838,00 0,009
IL-6 626114,00  976056,67 423058,00 - 1328030,00 2339,50 0,034
IL-10 106345,00 100763,33 53167,50 - 235352,00 2942,00 0,948
IL-12 44,30 104,10 47,13 - 255,60 554,00 0,006
TNF-a. 37522,33 40996,00 19520,00 - 75638,33 2840,50 0,681
IFN-y 22,30 30,52 8,99 - 74,03 1527,00 0,188
Abreviagdes: [ ] em pg/ml, IL-2, interleucina 2; IL-6, interleucina 6; IL-10, interleucina 10; TNF-q,
fator de necrose tumoral alfa; IFN-y , interferon gama; VB, vaginose bacteriana; p<0,05
Tabela 4: Concentracao de citocinas em mulheres com Papilomavirus humano.
Citocinas  Controle Com HPV
Mediana Mediana  Intervalo Interquartil 25%-75% Mann-Whitney p
n=60 n= 47
IL-2 20,64 40,13 24,32 - 77,78 833,00 0,022
IL-6 626114,00  979056,60 384215,00 - 1191236,00 2863,00 0,738
IL-10 106345,00 124421,67 79730,00 - 256985,00 2412,00 0,061
IL-12 44,30 92,34 48,12 - 146,30 681,00 0,020
TNF-a. 37522,33 40818,00 20278,80 - 66633,70 27717,00 0,530
IFN-y 22,30 17,30 0,50 - 60,69 1631,00 0,564

Abreviagdes: [ ] em pg/ml, IL-2, interleucina 2; IL-6, interleucina 6; IL-10, interleucina 10; TNF-q,

fator de necrose tumoral alfa; IFN-y , interferon gama; HPV, papilomavirus humano; p<0,05
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Tabela 5: Concentracio de citocinas em mulheres com Papilomavirus humano de alto

risco.

Citocinas  coperole  HPV alto risco

Mediana Mediana Intervalo Interquartil 25%-75% Mann-Whitney p

n=60 n= 47
IL-2 20,64 39,33 23,61 - 85,75 551,00 0,047
IL-6 626114,00 892700,00 139417,50 - 1169692,50 2107,00 0,710
IL-10 106345,00 149976,60 85887,50 - 323270,00 1714,50 0,054
IL-12 44,30 92,34 38,93 - 143,0 467,00 0,134
TNF-a 37522,33 36085,00 19520,00 -62321,20 2102,50 0,696
IFN-y 22,30 7,49 0,50 - 32,10 855,00 0,053

Abreviagdes: [ ] em pg/ml, IL-2, interleucina 2; IL-6, interleucina 6; IL-10, interleucina 10; TNF-q, fator

de necrose tumoral alfa; IFN-v , interferon gama; HPV, papilomavirus humano; p<0,05

Tabela 6: Concentragdo de citocinas em mulheres com Papilomavirus humano de baixo

risco.

Citocinas Controle HPYV baixo risco

Mediana Mediana Intervalo Interquartil 25%-75% Mann-Whitney p
n=60 n= 47
IL-2 20,64 40,13 24.05 - 91,69 408,00 0,133
IL-6 626114,00 1038345,00 639512,20 - 1216118,00 1395,00 0,226
1L-10 106345,00 131007,50 70959,20 - 269020,00 1533,00 0,560
1IL-12 44,30 112,70 53,99 - 177,90 264,00 0,029
TNF-a 37522,33 48166,50 28185,40 - 76172,10 1345,50 0,150
IFN-y 22,30 37,43 3,50 - 78,66 692,50 0,319

Abreviagdes: [ ] em pg/ml, IL-2, interleucina 2; IL-6, interleucina 6; IL-10, interleucina 10; TNF-q, fator

de necrose tumoral alfa; IFN-vy, interferon gama; HPV, papilomavirus humano; p<0,05



43

7 - DISCUSSAO

Observando as caracteristicas gerais do grupo de mulheres estudadas nesta
pesquisa, verificou-se que o maior contingente de mulheres atendidas encontrava-se
abaixo de 30 anos, demonstrando que a demanda nestes postos de satude foi constituida
por um grupo predominantemente jovem, casadas, que utilizavam condom e com grau
de escolaridade mediano dentro dos padrdes do municipio de Goiania-GO. O fato de
esta populacdo ser composta por mulheres com um grau elevado de escolaridade e de
utilizarem condom (Campos et al. 2008) podem ser considerados fatores positivos em
relacdo aos conhecimentos sobre prevengdo aos cuidados a saide da mulher, porém a
maioria delas principalmente as do grupo VB positivo, disse ter mais de um parceiro
sexual nos ultimos cinco anos, ter mais de 3 relagdes sexuais por semana e apresentava
algum tipo de DST no momento da coleta, sendo estes achados significantes. Assim
como os verificados em mulheres com HPV em que a sexarca e menarca precoces € a
paridade maior que dois aumentariam as chances de contaminagdo pelo virus HPV, com
resultados estatisticamente significativos, estes fatores também descritos por Barcelos et
al. (2008).

Além disso, nesta amostragem foram encontradas elevadas incidéncias de VB e
HPV, se comparado a outro estudo anterior relatado, onde acoleta foi realizada no HAJ
da ACCQG, por Camargo-Campos et al. (2008)a e b, provavelmente devido ao fato de a
coleta atual ter sido realizada em postos de satide onde é o primeiro local de procura
pelas mulheres para solucionar problemas de cunho primério e no anterior em servigo
terciario. A alta taxa destas doengas infecciosas associada a estes fatores de risco mostra
a necessidade de campanhas educacionais sobre o comportamento sexual, direcionada a
mulheres com parceiros estdveis ou ndo (Barcelos et al. 2008).

A maior parte das mulheres atendidas era de cor parda e entre as negras foi
encontrado um alto indice de VB. Ryckman et al. (2008), mostraram uma incidéncia de
VB trés vezes maior em mulheres negras, além do alto indice de gravidez prematura,
maior uso de cigarros, maior nimero de parceiros sexuais € mais episddios de VB
anteriores do que em brancas, onde foram verificados que entre os dois grupos quando
apresentavam microbiota normal, as de cor branca possuiam uma maior concentracao de
IL-1a, IL-6, IL-10 e IL-12 do que ao outro grupo, o que possivelmente explica a razao
pelas quais as negras apresentaram maior frequéncia de VB independente dos fatores de

risco associados.
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Nesta pesquisa ndo foi encontrada diferenca significativa entre as mulheres com
e sem VB ou HPV quanto ao uso de cigarros, duchas vaginais, medicamentos, nimero
de gestacdes, abortos, presenga familiar de cancer de colo uterino e uso de ACO por
tempo prolongado, demonstrando uma populacio homogénea entre os grupos, assim
como relatado por Camargo-Campos et al. (2008), porém naquele estudo o uso de ACO
por mais de 5 anos para alteracOes induzidas pelo HPV foi um fator estatisticamente
significativo o que difere de nossos resultados atuais. Fato este provavelmente explicado
devido ao grupo anterior ter sido coletado em amostragem diferenciada ou também por
ter sido observado somente as alteracdes citoldgicas induzidas pelo HPV, sem a
utilizacdo de PCR para pesquisa de HPV.

Na citologia oncética é possivel identificar a presenga de clue cells associada a
VB como relatados por Martin et al. (1999), Murta et al. (2000); Adad et al. (2001).
Porém, a realizacdo de esfregacos corados pelo método de Gram seguindo-se os
critérios de Amsel et al. (1983) e Nielson et al. (2004), esta metodologia mostrou-se
muito mais sensivel para este achado. Quando realizado em associacdo com a cultura de
micro-organismos anaerobios. Ao se analisar a regressao logistica multivariada entre os
fatores de risco verificados isolados, os fatores de risco independentes para a presenca
de VB foram: ter mais de um parceiro sexual nos tltimos 5 anos e ter mais de 3 relacdes
sexuais por semana. J4 na presenca de HPV os fatores independentes foram: estado civil
casado e pH >4,5 e no caso de ser HPV de alto risco o unico fator considerado
independente foi o pH > 4,5, como observado também por Barcelos et al. (2008).

Os principais micro-organismos relacionados ao aparecimento de infecgdes
genitais entre as mulheres examinadas foram: bactérias anaerébias como Gardnerella
vaginalis, Staphylococcus cohnii, Candida albicans, Escherichia coli e Trichomonas
vaginalis o que condiz com os estudos de Di Bartolomeo et al. (2002), Donders et al.
(2002), Edwards (2004) e Camargo-Campos et al. (2008).

Alteragdes da microbiota vaginal como a presenca de achados de “clue cells”
sugestivas de VB ocorrem com frequéncia significativamente maior em mulheres com
anormalidades citoldgicas cervicais, onde também ha uma maior frequéncia de HPV
devido a producdo de nitrosaminas pelas bactérias anaerdbias e o estimulo a produgdo
de citocinas como a IL-1f (Crapolicchio et al. 2006), embora neste estudo, nao houve a
associacdo entre a presenca de Gardnerella vaginalis p =0,890, Prevotella sp p= 0,150

ou das demais bactérias anaerdbias p=0,840 na mucosa vaginal e a presenca do HPV.
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Considerando-se que em alguns estudos a presenca de VB, cervicite e NIC
podem frequentemente ligados, as pacientes com VB e NIC poderiam apresentar perfis
similares em suas respostas imunes locais (Tavares-Murta et al. 2008). Contradizendo
estudos anteriores também ndo houve diferenca significativa de associa¢do entre a
presenca de HPV em mulheres com vaginose bacteriana. Porém, sabe-se que um dos
fatores mais comuns entre mulheres com VB € a alcalinizacdo do pH vaginal (Silva et
al. 2004), assim neste estudo foi encontrado um resultado estatisticamente significativo
para esta condi¢do, em que mulheres com pH > 4,5 estariam predispostas ao
aparecimento de infec¢cdes por HPV de alto e baixo risco, resultados demonstrados
também por Barcelos et al. (2008), que relatam que a mudanca do pH vaginal, como na
VB, poderia favorecer o aparecimento de infeccdes pelo HPV.

As mulheres adultas sdo mais suscetiveis as DSTs durante a fase folicular, e
possuem menor chance de serem infectadas durante a fase litea (Hildesheim et al. 1999;
Nowicki et al. 2000). Como as adolescentes sao hiperresponsivas a estrégenos, niveis
hormonais podem ter uma grande influéncia na imunidade do trato genital durante a
maturagdo puberal, elevando o risco de infec¢do nas adolescentes sexualmente ativas,
entre os fatores bioldgicos destacam-se também a maior exposicdo da mucosa genital
feminina aos fluidos seminais e nas adolescentes pds-menarca, a imaturidade do colo
uterino associada a um pH vaginal elevado (Shrier et al. 2003; Lima & Alves 2008).
Neste estudo, a maior parte das mulheres analisadas estava na fase litea do ciclo
menstrual, porém a maior frequéncia do HPV foi observado nas que estavam na fase
folicular e ovulatdria principalmente para os casos de HPV de baixo risco, confirmando
também os achados de Campos et al. 2008, que relatou a ocorréncia de uma variacdo de
HPYV vaginal durante o ciclo, com maiores valores no periodo pré-menstrual.

Nosso estudo mostrou que a coleta de secrecdo da endocérvice € um método
confidvel e que permite a deteccdo da concentracdo de citocinas no trato genital.
Observou-se também, um aumento na concentracdo de IL-10 na presenca de infeccdes
genitais pelo HPV principalmente em casos de HPV de alto risco, sendo este resultado
estatisticamente significativo. Ja os niveis de IL-12 também foram altos na presenca de
infecgdes pelo HPV e entre aquelas que tinham contaminacdo pelo HPV de baixo risco
os resultados eram significativos. Segundo Castle et al. 2002, as concentrag¢des de 1L-10
e IL-12 parecem estar correlacionadas com infec¢do cervical prévia pelo HPV ou outros
patégenos como o HIV, que podem prejudicar a integridade da barreira epitelial e levar

a acumulacdo de proteinas séricas nas secrecdes cervicais (Crowley-Nowick et al.
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2000), no entanto, Gravitt et al. (2003) ndo tenha encontrado esta associacdo em seus
resultados com mulheres com HPV, onde o aumento de IL-12 foi verificado somente
quando das infec¢des pelo HPV e HIV foram concomitantes.

As concentracoes de IL-10 também se mostraram correlacionadas a
contaminac¢do devido a alta concentracdo de hemdcias na secrecdo cervical (produgdo
local), mas ndo a concentracdo de IL-12 (producdo sist€émica), demonstrando a
independéncia da imunidade de mucosa da cérvice e sugerindo que a produgao local de
citocina é importante para a regulacdo da imunidade do trato genital (Hildesheim et al.
1999; Castle et al. 2002). Gravitt et al. (2003) relataram que o aumento de IL-12 foi
encontrado em mulheres com pH aumentado caracteristico de mulheres com VB, o que
condiz com os nossos resultados, pois infec¢des cronicas normalmente elevam o
nimero de infiltracdo linfocitica que poderia satisfatoriamente explicar o aumento
destas citocinas com a elevagdo do pH vaginal.

No entanto, Crowley-Nowick et al. (2000) e Fan et al.(2008) descrevem que a
concentracdo de IL-2 ndo estd associada a presenca de HPV, HIV, VB ou outras DST’s
e sugerem que os niveis de citocinas no trato genital produzem uma resposta imune do
tipo TH2 e que os niveis de IL-2 ndo se encontram aumentados nestes pacientes,
provavelmente devido a esta citocina ser produzida previamente as demais e ser esta
rapidamente degradada. Porém, verificou-se um aumento significativo desta citocina na
presenca de VB, HPV total e HPV de alto risco, demonstrando que a coleta foi
eficazmente realizada e a dosagem obtida antes de uma provavel degradacdo da 1L-2.

De acordo com a literatura, a presenca de NIC I, II, III ou cancer cervical estdao
associados a altos niveis de IL-6 e IL-8, ou seja, estas citocinas encontram-se
diretamente associadas com tumores cervicais e estdo associadas a progndsticos ruins
(Tavares-Murta et al. 2008). Este mesmo autor relata também aumentos significativos
de IL-6, IL-8 e IL-10 em mulheres com VB e de IL-8 no estudo realizado por Hattori et
al. (2007). No estudo atual, foi observado um aumento significativo de IL-6 em
mulheres com VB com resultados estatisticamente significativos e um aumento de IL-
10 embora no limite da significancia em mulheres com HPV total e HPV de alto risco se
comparados ao grupo controle. Ja na presenca de VB a IL-10 ndo mostrou resultado
estatisticamente significativos, assim como descritos por Weissenbacher et al. (2010).

Os niveis de IFN-y em mulheres com HPV de alto risco apresentaram-se bem
inferiores se comparados ao do grupo controle, com resultados também préximos aos

estatisticamente significativos. Segundo estudo anterior, a presenca de HPV associada a
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regressdao das lesdes cervicais pode ser um resultado de uma resposta Thl e o
desenvolvimento destas lesdes relacionado a (aumento de IL-8 e IFN-y). O aumento dos
niveis de IL-10 em cultura de linfécitos T estd em concordancia com a hipdtese que
imunossupressores de citocinas Th2 possivelmente promoveriam o desenvolvimento de
tumores (Tavares-Murta et al. 2008).

O aumento nos niveis de TNF-o ndo apresentou resultado estatisticamente
significativo entre a presenca de VB e o grupo controle assim como no estudo relatado
por Hedges et al. (2006). Este mesmo estudo constatou que ocorre um aumento local de
citocinas quando héd presenca de bactérias anaerdbias tais como Gardnerella sp e
Prevotella sp, com escala de Nugent >4 isto, se comparado ao grupo onde h4 a presenca
macica de Lactobacillus sp. Confirmando, Sturm-Ramirez et al. (2000) verificaram
também um aumento da citocina pré inflamatéria TNF-a e leucocitos em mulheres com
VB onde a presenca de “clue cells” e pH>4,5 foram considerados bons indicadores de
presenca de GV confirmadas pela cultura. E necessario observar, no entanto, que a nio
relac@o entre altos niveis de TNF-a e a presenca de VB observada aqui, necessitaria de
ser replicada com um maior nimero de participantes a fim de demonstrar que os

resultados obtidos por estes grupos realmente ndo seriam estatisticamente significativos.
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8 - CONCLUSOES

Nesta populacdo de mulheres composta por 173 mulheres entre 16 e 48 anos de
idade, por meio da andlise multivariada, pode-se concluir que ter mais de um parceiro
sexual nos ultimos 5 anos e realizar mais de 3 relagdes sexuais por semana sdo fatores
independentes associados a presenca de VB. Ja na presenca de HPV os fatores
independentes foram: estado civil casado e pH >4,5 e no caso de ser HPV de alto risco o
unico fator considerado independente foi o pH > 4.,5.

Foi verificado também que a principal bactéria responsavel pela presenca de VB
foi a Gardnerella vaginalis, seguidos pela Prevotella sp e Clostridium sp, embora estes
micro-organismos nao tenham apresentado significancia estatistica quanto a sua
associacdo direta com o aparecimento de infeccdes pelo HPV. Porém, a alcaliniza¢do do
pH vaginal, possivelmente predispde ao aparecimento de infec¢des genitais pelo HPV e
esta mudangca do pH com valores superiores a 4,5 € frequentemente encontrada em
mulheres com vaginose bacteriana, embora neste estudo ndo tenha sido demonstrando
correlagdo direta entre HPV e VB, GV ou a demais bactérias anaerdbias. A deteccdo do
Papilomavirus humano de alto e baixo risco foram maiores nas fases proliferativa e
ovariana do ciclo menstrual.

Ao se relacionar as infecgoes pelo HPV de alto e baixo risco e pela presenca de
VB com alguns fatores imunoldgicos, através da dosagem das citocinas locais,
verificou-se que a resposta imunoldgica Thl com producdo de IL-2, IL-12 e IFN-y
esteve aumentada na presenca de infec¢des vaginais pelo HPV. Enquanto que na
presenca de VB as citocinas aumentadas foram as IL-2, IL-12 e a IL-6, demonstrando

assim, respostas imunoldgicas semelhantes em infec¢oes por HPV e a presenga de VB.
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Abstract

Problem: The objective of our research was to evaluate cytokine production in
endocervical secretions of women with bacterial vaginosis (BV) associated with human
papillomavirus (HPV). Method of study: The study included 173 women between 16
and 48 years old treated at the Basic-Health Units, Goiania. The women were divided
into three groups: those with BV, those with HPV and healthy women (control).
Cultured and identified were done, the vaginal pH was measured. The PCR by high- and
low-risk strains of HPV and the levels of cytokines were determined to: IL-2, IL-6, IL-
10, IL-12, TNF-alpha and IFN-gamma. The data were analyzed by Mann-Whitney tests.
We identified 47 cases of BV that were unrelated to HPV infection. However, a vaginal
pH > 4.5 showed a correlation with HPV. IL-2 and IL-12 were significantly elevated in
cases of BV and HPV. The IL-6 was high only for HPV, followed by IFN-gamma and
IL-10 although the last two showed a trend towards statistical significance in HPV
cases. Conclusion: The alkalinization of the vaginal pH was probably a predisposing
factor for the appearance of HPV, and the immune response Thl-type cytokines in
vaginal secretions in the presence of BV and/or HPV may also be similar.

Key-words: bacterial vaginosis, citokines, humam papillomavirus
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Introduction

The vagina and the cervix are the first lines of physical and immunological
defense against sexually transmitted palthogens.l’2 However, the infectious processes in
the vagina caused by potentially pathogenic microorganisms such as protozoans, yeast,
bacteria and viruses are similar in that they result from a profuse growth of these agents
that can increase vaginal secretion, irritation, vulvar pruritus and generally also a fetid
odor."?

Bacterial vaginosis (BV) of undefined etiology is an inflammatory and recurring
syndrome of the lower genital tract of women.*> BV is characterized by an alteration in
the vaginal flora in which normally predominant lactobacilli are replaced by various
microorganisms, with an increase in species such as Gardnerella vaginalis, Mobiluncus
spp., Bacteroides sp., Prevotella spp., Peptostreptococcus spp., Mycoplasma hominis or
Ureaplasma urealyticum and followed by an increase in the vaginal pH.>® These
bacteria are capable of producing proteases that degrade mucus secreted into the cervix,
thus breaching the protective chemical barrier of the vaginal and cervical epithelium.”
BV is considered the most prevalent vaginal infection in women of reproductive alge.5

The human papillomavirus (HPV) is a sexually transmitted DNA virus and is the
principle causative agent in the development of cervical tumors.” The microorganisms
that colonize the vagina are somehow associated with the development of cervical
intraepithelial neoplasia (CIN), which contributes to HPV infection.®'?

The defense against foreign microorganisms, such as viruses or bacteria, is
mediated by the innate and adaptive immune responses.'' The effector phases of innate
and adaptive immunity are frequently mediated by peptide hormones termed
cytokines.2 In innate immunity, effector cytokines, for the most part, are produced by
mononuclear phagocytes, whereas in adaptive immunity, they are produced by
activated T lymphocytes that are capable of inducing inflammatory reactions abundant
in neutrophils, which serve to contain and, when possible, eradicate microbial
infections."*" As many of these cytokines are produced by certain populations of
leukocytes trafficking directly from the bloodstream, such as monocytes, neutrophils or

eosinophils, they are known as interleukins."!
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The elucidation of how the infectious and inflammatory processes occur in the
vaginal region will serve as a basis for better understanding the pathogenesis these
infections. We chose the localized cytokines IL-2, IL-12, TNF-a and IFN-y because
they are representative of a type 1 T-helper lymphocyte (Thl) response that regulates
cytotoxic T lymphocytes, which are responsible for clearing infections in the genital
tract. We chose the cytokines IL-6 and IL-10 because their concentrations are
commonly used as markers of a type 2 T-helper lymphocyte (Th2) response that
regulates the production of antibodies. A Th2 response is also known for being highly
effective in clearing established microbial infections. Therefore, we measured the levels
of cytokines in the lower genital tract of women with and without human

papillomavirus and bacterial vaginosis in this study.
Materials and Methods

After the project approval by the Committee of Ethics for Human and Animal
Research of the Clinical Hospital at the Federal University of Goids, the work was
initiated. The study included, prospectively, 173 women between 16 and 48 years of
age, initially in the Gynecology and Breast Service of the Goids Anticancer Association
and subsequently at Basic Health Units located in distinct regions of the city of Goiania,
in the period from April 2007 to February 2008.

After a patient received information and consented to participate in the study, the
material from the posterior fornix was subsequently collected and immediately
inoculated into Columbia-CNA (colistin—nalidixic acid) agar with 5% human blood and
BHI-PRAS broth, using pre-reduced and anaerobically sterilized media supplemented
with hemin, vitamin K and yeast extract. The plates and broth were immediately
incubated in an anaerobic jar (37.0°C % 0.5°C) for 48 to 72 hours.® In addition, we
measured the vaginal pH, performed an amine test,” and prepared histological slides for
a Pap Smear and a Gram stain.

The samples removed from the endocervix at the SCJ using a gynecological
brush were used to determine the cytokine levels and the presence of high-risk and low-
risk HPV. In the laboratory, the culture media and slides underwent microbiological
analysis. A tube containing the endocervical secretion was centrifuged, aliquoted and

stored in a freezer at -70°C.
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To define bacterial vaginosis, three of the four established clinical criteria should
be present: leucorrhea, pH greater than 4.5, positive amine test or the presence of “clue
cells”.* The presumptive identification was made based on a typical colony morphology
of a small colony and beta-hemolysis, when cultured at 35°C for up to 72 hours in an
atmosphere of 5% to 7% CO,. The carbohydrate fermentation, motility and rapid
hippurate tests were done."*

The cytokines present in the endocervical secretion stored at -70°C were
determined by ELISA using pairs of commercially available monoclonal antibodies.
The ELISAs for the samples and controls were done in duplicate at the Oncology
Research Institute/UFTM. We used standard recombinant cytokines and the
endocervical secretions, serially diluted 1:2 in buffered saline solution with a buffered
diluent of PBS with fetal bovine serum (assay diluent) from the initial diluted
concentrations, following the manufacturer’s recommendations. The results were
obtained from the difference between the absorbances obtained at 405 and 490 nm. The
concentration of cytokines in the supernatants was determined in picograms per
milliliter by comparing the absorbances obtained in a standard curve of the respective
recombinant cytokine, which were performed simultaneously.15

We diluted 100 pl of the initial 500-ul sample in TRIZOL® to extract DNA
according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen®, Carlsbad, California, the
USA). The annealing temperatures, the mixes for each starter sequence, the stages and
the number of cycles for the PCR reactions were previously optimized and standardized
with a final volume of 50.0 ul. We identified the presence of low-risk HPV strains 6 and
11 (40 cycles) and high-risk HPV strains 16, 18, 31, 33 and 35 (35 cycles) using the
primers 3’ to 5’TACACTGCTGGACAACATGC and 5’ to 3> ACACAGGGTAGACG
CGTG, for low-risk HPV (6 and 11) and 3' to 5 TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC
and 5’ to 3> CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG for high-risk HPV (16, 18, 31,
33, 35), as previously used.'® After the PCR reactions, the amplified products were
mixed with Sul of sample buffer and analyzed by polyacrylamide gel (10%)
electrophoresis at 90 volts for 2 hours and stained with 2% silver nitrate. A standard 50-
bp molecular weight marker was used for each gel (TrackitTM 50 bp DNA ladder,
Invitrogen®). The gel was then analyzed for the presence of certain banding patterns.'’

We performed descriptive statistical analyses, including the distributions of the
frequency of categorical data. The prevalence was calculated to reflect the relative

frequency of genital infections using confidence intervals (CI) and odds ratios. We also
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used the chi-squared, Mann—Whitney. The main risk factors were assessed with 5% as

the critical p value for the input variables.

Results

Of the 173 women in the study, 47 (27.2%) presented with bacterial vaginosis.
In the oncotic cytology analysis, we found “clue cells” in 41 of the 47 of them. The
remaining six patients showed a predominance of lactobacillus. The Gram staining
exhibited a greater sensitivity for diagnosing BV, with an agreement of 95.8% between
clinical and microbiological data. From the anaerobic bacterial cultures, we identified
42 (24.3%) cases of Gardnerella vaginalis and 149 (86.1%) with various anaerobic
bacteria. Among the women examined, we observed that among of 47 patients with
HPV, 12 (25.5%) presented with BV, while there were 41 cases (32.5%) of HPV in the
126 women without BV (p=0.373). Among the women who presented high-risk HPV, 8
(17.0%) presented with BV, whereas 23 (18.2%) cases of high-risk HPV did not present
with BV (p=0.850). In those women with low-risk HPV, 5 (10.6%) had BV versus 17
(13.5%) without BV (p=0.616).

The women were divided into groups based on their clinical and microbiological
characteristics. One hundred four (60.1%) women presented with a normal flora
(control group) consisting of Lactobacillus sp. in addition to other bacilli and Gram-
positive cocci. In 47 BV-positive cases we found Gardnerella vaginalis (GV) in 41
patients (87.2%), Prevotella sp. in 20 patients (42.5%) and Clostridium sp. in 7 patients
(14.9%), in addition to other anaerobes. Among the 41 cases of GV we identified from
culture, 11 (26.8%) had HPV, and in the group without GV we observed a similar rate
of 27.7% (36 cases) (p=0.787). The same comparisons were made for the group with
and without the presence of anaerobic bacteria. Forty-three (27.0%) of the women who
presented with anaerobes had HPV, which was similar to those in which we did not
identify anaerobes (28.6%) (p=0.902). However, when we analyzed the association
between vaginal pH > 4.5 and HPV infection, the results were statistically significant
(p=0.001) for both high-risk HPV (p=0.005) and low-risk HPV (p=0.029).

The levels of the cytokines IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y and TNF-o were
compared with their corresponding concentrations in the control group. Only IL-2, IL-6
and IL-12 were statistically significant in the presence of HPV and bacterial vaginosis.

All of the cytokine concentrations are found in Tables 1, 2, 3 and 4.
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Table I: Concentration of cytokines in women with bacterial vaginosis.

Cytokines  Control BV
Median Median 25%-75% percentile Mann-Whitney p

IL-2 20.64 47.84 21.92-90.58 838.00 0.009
IL-6 626114.00  976056.67 423058.00 - 1328030.00 2339.50 0.034
IL-10 106345.00  100763.33 53167.50 - 235352.00 2942.00 0.948
IL-12 44.30 104.10 47.13 - 255.60 554.00 0.006
TNF-a 37522.33 40996.00 19520.00 - 75638.33 2840.50 0.681
IFN-y 22.30 30.52 8.99 - 74.03 1527.00 0.188

Abbreviations: IL-2, interleukin 2; IL-6, interleukin 6; IL-10, interleukin 10; TNF-a, tumor necrosis

factor-alpha; IFN-y, interferon gamma; BV, bacterial vaginosis; p<0,05

Table II: Concentration of cytokines in women with HPV.

Cytokines  Control HPV
Median Median 25%-75% percentile Mann-Whitney p

IL-2 20.64 40.13 24.32-717.78 833.00 0.022
IL-6 626114.00  979056.60 384215.00 - 1191236.00 2863.00 0.738
IL-10 106345.00  142421.60 79730.00 - 256985.00 2412.00 0.061
IL-12 44.30 92.34 48.12 - 146.30 681.00 0.020
TNF-a 37522.33 40818.00 20278.80 - 66633.70 2777.00 0.530
IFN-y 22.30 17.30 0.50 - 60.69 1631.00 0.564

Abbreviations: IL-2, interleukin 2; IL-6, interleukin 6; IL-10, interleukin 10; TNF-a, tumor necrosis

factor-alpha; IFN-y , interferon gamma; HPV, human papillomavirus; p<0,05
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Table III: Concentration of cytokines in women with HPV high-risk.

Cytokines Control HPYV high-risk

Median Median 25%-75% percentile Mann-Whitney p
IL-2 20.64 39.33 23.61 - 85.75 551.00 0.047
IL-6 626114.00 892700.00 139417.50 - 1169692.50 2107.00 0.710
IL-10 106345.00 149976.60 85887.50 - 323270.00 1714.50 0.054
IL-12 44.30 92.34 38.93 - 143.00 467.00 0.134
TNF-a 37522.33 36085.00 19520.00 -62321.20 2102.50 0.696
IFN-y 22.30 7.49 0.50 - 32.10 855.00 0.053

Abbreviations: IL-2, interleukin 2; IL-6, interleukin 6; IL-10, interleukin 10; TNF-a, tumor necrosis

factor-alpha; IFN-vy, interferon gamma; HPV, human papillomavirus; p<0,05

Table I'V: Concentration of cytokines in women with HPV low risk.

Cytokines Control HPYV low risk

Median Median 25%-75% percentile Mann-Whitney p
IL-2 20.64 40.13 24.05 - 91.69 408.00 0.133
IL-6 626114.00 1038345.00 639512.20 - 1216118.00 1395.00 0.226
IL-10 106345.00 131007.50 70959.20 - 269020.00 1533.00 0.560
IL-12 44.30 112.70 53.99 - 177.90 264.00 0.029
TNF-a. 37522.33 48166.50 28185.40 - 76172.10 1345.50 0.150
IFN-y 22.30 37.43 3.50 - 78.66 692.50 0.319

Abbreviations: IL-2, interleukin 2; IL-6, interleukin 6; IL-10, interleukin 10; TNF-a, tumor necrosis

factor-alpha; IFN-y , interferon gamma; HPV, human papillomavirus; p<0,05
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Discussion

In this sampling, we found elevated incidences of BV and HPV compared with a
previous study reported.” This may be because the actual collection was done at the
Basic-Health Units, which is the first place women come with primary health care
concerns and follow-up visits after tertiary care services.

Oncotic cytology can be used to identify the presence of “clue cells” associated

with BV.*'® However, when comparing the identification of “clue cells” to Gram stain
smears following the criteria previously described,”" the Gram stain method was

much more sensitive to detect BV. This illustrates the importance of performing these
tests in conjunction with culturing anaerobic microorganisms.

The anaerobic bacterium Gardnerella vaginalis was the predominant and the
main microorganisms associated with the appearance of bacterial vaginosis in the
women examined. These results are consistent with others previous studies.*”*°

Changes in the vaginal flora, such as the presence of “clue cells,” suggest that
BV occurs with a significantly higher frequency in women with cervical cytological
abnormalities. There is also a higher frequency of HPV, due to production of
nitrosamines by anaerobic bacteria in these abnormalities, as well as the stimulation of
the production of cytokines such as IL-1B."” However, in our study, we did not find an
association between the presence of Gardnerella vaginalis (p=0.890), Prevotella sp.
(p=0.150) or other anaerobic bacteria (p=0.840) in the vaginal mucosa and the presence
of HPV.

Considering that the presence of BV, cervicitis and CIN have frequently been
associated in some studies, the patients with BV and CIN may present with similar
profiles in their localized immune response.'* Unlike previous studies, we did not see a
significant association between the presence of HPV and bacterial vaginosis. However,
one of the most common factors among women with BV is the alkalinization of the
vaginal pH.” Accordingly, we found a statistically significant association between pH
and HPV in this study, where women with a pH > 4.5 were predisposed to the

appearance of high and low-risk HPV infections,'”*'

and that increased vaginal pH,
such as in cases of BV, may favor the appearance of infections due to HPV.

Our study shows that the collection of endocervix secretion is a reliable, highly
reproducible method that allows for the detection of cytokine concentrations in the

genital tract.” We also observed a statistically significant increase in the concentration of
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IL-10 in the presence of genital HPV infections, mainly in cases of high-risk HPV. The
levels of IL-12 were also significantly higher in the presence of high-risk HPV
infections and among those infected with low-risk HPV. The concentrations of IL-10
and IL-12 seem to be correlated with a previous cervical HPV infection or other
pathogens such as HIV that can compromise the integrity of the epithelial barrier and
lead to accumulation of serum proteins in cervical.”> However, another study did not
find this association in their results for women with HPV, where an increase in 1L-12
was only seen when there was a co-infection with HIV.>

The concentrations of IL-10 also correlated with a high concentration of
contaminating red blood cells in cervical secretions (local production), but not in the
concentration of IL-12 (systemic production). This demonstrates the independence of
the mucosal immunity of the cervix and suggests that the local production of cytokines
is important for the regulation of immunity in the genital tract.”” Researchers have
reported that an increase in IL-12 was found in women with increased vaginal pH,

\7,23’24 which is consistent with our results. Therefore,

characteristic of women with B
chronic infections normally that elevate the number of lymphocytic infiltrates may
provide a reasonable explanation for the increase of these cytokines with an increase in
the vaginal pH.

The concentration of IL-2 is not associated with presence of HPV, HIV or other
STDs and suggested that the cytokine levels in the genital tract produce a Th2-type
immune response. They also suggest that the levels of IL-2 are not increased in these
patients, probably because this cytokine is produced before the others and then rapidly
degraded.'? However, we observed a significant increase of this cytokine in the presence
of BV, total HPV and high-risk HPV, demonstrating that the collection was performed
efficiently and the levels were obtained before the probable degradation of IL-2.

According to the literature, the presence of CIN I, II or III or cervical cancer are
associated with high levels of IL-6 and IL-8. In other words, these cytokines are directly
associated with the development of cervical tumors and are associated with a bad
prognosis.'** These same authors also report significant increases in IL-6, IL-8 and IL-
10 in women with BV. In our study, we observed a significant increase in the levels of
IL-6 in women with BV and a trend towards significantly higher levels of IL-10 in
women with total HPV or with high-risk HPV compared to the control group.

The levels of IFN-y in women with high-risk HPV were well below those of the

control group, although this was not statistically significant. According to a previous
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study, the presence of HPV associated with the regression of cervical lesions may be the
result of a Thl response (increased IL-8 and decreased IFN-y). The increase in the
levels of IL-10 from T lymphocytes in culture supports the hypothesis that the
immunosuppression of Th2 cytokines may promote the development of tumors."*

The increases in TNF-a were not statistically significant between the BV-
positive and -negative subjects.26 Due to the sensitivity and instability of this cytokine in
ambient temperatures, we measured it first, as suggested by Sturm-Ramirez et al.
(2000).* Studies found a localized increase in cytokines with the presence of anaerobic
bacteria such as Gardnerella sp. and Prevotella sp., with a Nugent score > 4, when
compared to a group with an abundance of Lactobacillus sp.26 Consistent with
researchers findings, that have also reported an increase in TNF-a and leukocytes in
women with BV in whom the presence of “clue cells” and pH > 4.5 were considered
good indicators of the presence of GV, which was confirmed by culturing.4 We need to
point out, however, that we did not observe a relationship between high levels of TNF-a
and the presence of BV. This would require another experiment with a larger number of
participants to demonstrate that the results obtained for these groups are indeed not
statistically significant.

We can conclude that the main bacterium responsible for the presence of BV is
Gardnerella vaginalis, followed by Prevotella sp. and Clostridium sp., even though the
presence of these microorganisms was not significantly associated with the appearance
of HPV infections. The alkalinization of vaginal pH may predispose one to the
appearance of genital HPV infections, and this change towards pH values greater than
4.5 is frequently is found in women with bacterial vaginosis. By comparing the levels of
localized cytokines among high-risk HPV, low-risk HPV and BV infections, we found
that a Thl immunological response with the production of IL-2, IL-12 and IFN-y
increased in the presence of HPV vaginal infections, whereas in BV, the levels of the
cytokines IL-2, 1L-12 and IL- 6 increased, demonstrating that there are similar

immunological responses to HPV and to BV infections.
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ANEXO III

-QUESTIONARIO

Local de coleta: Hospital Aratjo Jorge - ACCG

Pesquisadora: Ms. Ana Claudia Camargo Campos - CRBM-1463
Doutorado: Medicina Tropical - Microbiologia - IPTSP/UFG.
Orientador: Prof. Dr. Cleomenes Reis - IPTSP/UFG

Co-orientador: Prof. Dr. Eddie Fernando Candido Murta - [IPON/UFTM

Tese: Avaliacdo de micro-organismos e citocinas na secre¢ao endocervical-vaginal
de pacientes com vaginose bacteriana.
Data:_ /[
Secretaria Municipal de Saide
Divisao de Satide da Mulher, Crianca e Adolescente
IPTSP/UFG

Nome : Raca:

Data de nascimento : / / Estado civil:

Nome da mae:

Endereco:

Escolaridade: Fone:

1- Antecedentes Pessoais:

Menarca: DUM: Ciclos:

Sexarca: N° de Parceiros (nos ultimos 05 anos):

Freqiiéncia das relagdes sexuais/semana: G: P: A:

Método contraceptivo :

Doencas prévias/DST:

Cirurgias prévias:

Tabagismo: Quantos tempo:

Medicamentos:

Usa duchas vaginais com ou sem anti-sépticos:

2- Antecedentes familiares:

Ca de colo do utero: ( ) Sim ( ) Nio
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Cademama: ( )Sim ( )N&do Parentesco:

3- Queixas atuais:

Corrimento com odor : ( ) Sim ( ) Néo

Ardéncia Vaginal: () Sim ( ) Nao

Prurido vulvar: () Sim ( ) Nao

Hiperemia vulvar: () Sim ( ) Nao

Fissuras vulvares: () Sim ( ) Nao

Dispareunia superficial: () Sim ( )Nao; Profunda: ( ) Sim (
Distria: ( ) Sim ( ) Nao

4- Exame Fisico:

Estado Geral:

) Nao

ACV: PA: mmHg AR:

Mamas:

Abdbémen:

Vulva:

Perineo:

Especular:

Toque:

pH vaginal: Teste de amina : () Positivo () Negativo

5.
HD:

6—
CONDUTA:




RETORNOS
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ANEXO IV

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidada para participar, como voluntdria, em uma pesquisa intitulada: Avaliacdo de

micro-organismos e citocinas na secre¢ao endocervical-vaginal de pacientes com vaginose bacteriana. Apds ser
esclarecida sobre as informacgdes a seguir, que serd feita pela pesquisadora do projeto e no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa, voc€ ndo estd penalizada de forma alguma. Se aceitar participar e decidir retirar
seu consentimento, ndo serd prejudicada em seu tratamento. Em caso de divida sobre a pesquisa, vocé poderd
entrar em contato com o pesquisador responsavel;
Pesquisadora: Ana Claudia Camargo Campos - 30203 2975 / 8151 8424
Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Cleomenes Reis - 3209 6108

Em caso de dividas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé€ podera entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa, pelo telefone 3243 7050.

Infec¢Oes na vagina sdo problemas comuns em mulheres, principalmente as que t€ém vida sexual ativa
(praticam o sexo), podendo causar coceira, dor ¢ corrimento. Em mulheres com HPV (um tipo de virus) estes
problemas tornam se muito mais comuns, porém, ainda ndo se sabe o motivo desta associacdo. Na mucosa vaginal
existem células de defesa que produzem citocinas (proteinas) responsdveis pelo combate ao processo inflamatério
devido a micro-organismos causadores de vaginose entdo estas proteinas fazem parte da defesa local de mucosa.

Esta pesquisa tem como objetivo, avaliar em mulheres com idades de 20 a 40 anos a produgdo das citocinas
no trato genital inferior e os micro-organismos mais frequentes em mulheres com e sem vaginose bacteriana,
atendidas nas Unidades Baésicas de Saide da Secretaria Municipal de Saide de Goiania. Identificar os micro-
organismos responsdveis pelas vaginoses bacterianas ou demais infecgdes vaginais em mulheres na fase
reprodutiva. Analisar se ha associacio entre a presenca de vaginose bacteriana e a infec¢do pelo papilomavirus
humano no material cérvico-vaginal além da presenca de citocinas a fim de relacionar os fatores imunol6gicos com
a evolugdo das infec¢des. Analisar os dados fisiologicos de pacientes incluidas como o grau de acidez da vagina,
doencas como DST (Doengas Sexualmente Transmissiveis), nimero de parceiros e relagdes sexuais, uso de
contraceptivos orais, correlacionando-os com a presenca destas bactérias, fungos e outros parasitas no ambiente
vaginal.

A secrecdo vaginal (corrimento) e o material para pesquisa de HPV e proteinas serdo coletados pelo médico no
consultério de ginecologia durante uma consulta de rotina, ndo sendo necessario que o paciente venha ao hospital
exclusivamente para este fim, excluindo qualquer gasto extra. Em momento algum da realiza¢do da pesquisa ou da

sua publicagdo, o paciente nao terd sua identidade (nome) revelada ou surgirdo problemas particulares ou pessoais
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para os mesmos. Se necessdrio, a convocacdo do paciente para exclusiva colaboragdo com a pesquisa, o vale
transporte serd fornecido pelo pesquisador.
Nao havera riscos, prejuizos, lesdes ou desconfortos na realizacdo do exame para a pesquisa, pois as
condutas utilizadas sdo de rotina nos consultérios médicos e a paciente se beneficiard com sua participagdo, pois o
resultado da cultura da secrecdo vaginal serd enviado ao seu médico onde serd analisado, dando seguimento as
devidas necessidades de tratamento. A comunidade receberd retorno com a pesquisa, pois através do estudo do
perfil de citocinas em casos infecciosos e inflamatdrios na vagina, poder-se-ao obter um melhor entendimento da
imunidade das mucosas vaginais e possivelmente a utilizacio de condutas clinicas subseqiientes como as
imunoterapias.
Os dados coletados serdo utilizados apenas para esta pesquisa que tem previsdo de término em fevereiro de
2008 e ndo serdao armazenados para estudos futuros. A participagdo como voluntdrio nesta pesquisa contribuird
para o estudo da identificacdo de germes causadores de vaginose bacteriana presentes no ambiente vaginal de
pacientes e verificar a concentracdo de citocinas do trato genital inferior, na tentativa de explicar qual a relacdo

existente entre eles.

Pesquisadora: Ana Claudia Camargo Campos
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA

Eu, , N° de prontudrio abaixo assinado

concordo em participar do estudo, Avaliacdo de micro-organismos e citocinas na secre¢do endocervical-vaginal de

pacientes com vaginose bacteriana, como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido sobre a pesquisa, assim

como a auséncia de riscos e o beneficio que terei decorrente de minha participagao. Foi me garantido que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isso leve & qualquer penalidade ou interrup¢do de meu

acompanhamento, assisténcia ou tratamento.

Goiania, de de 200__.

Assinatura do paciente ou seu responsavel Assinatura do pesquisador responsavel
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ik ANEXO V
Divisdo de Saiide da Mulher Crianca e Adolescéncia da Secretaria Municipal de Saude de
Goiania.

Tese de Doutorado do Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica - IPTSP/UFG
Avaliagdo de micro-organismos e citocinas na secre¢do endocervical-vaginal de pacientes com vaginose
bacteriana.

Material a ser utilizado

Jarra de Anaerobiose;

Caixa de isopor com gelo;

Tubete contendo 1 lamina de vidro com ponta fosca,

Caldo BHI PRAS, uma Placa de Petri com Agar Sangue Humano a 5%, Tubo com salina 0,85%
Gotejador contendo KOH a 10% e dois Swabs;

Escova ginecolégica e um tubo de Eppendorf;

Pincel de retroprojetor para identificar o material;

Fita para medir o pH vaginal.

NN R WD =

Protocolo de coleta:

e Enviar a paciente a uma sala do posto de saide para a aplicagdo do questiondrio e o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pela doutoranda ou pela funcionéria do Laboratério em parceria.

e Em outra sala prosseguir com a coleta do material como a seguir: O tubo contendo caldo BHI PRAS, a
Placa de Petri e a lamina deverdo ser identificadas com as iniciais do nome da paciente com pincel de
retroprojetor.

e Para a realizacdo do exame, a mulher deve ser colocada na posi¢do ginecoldgica, a seguir coloca-se o
espéculo. Nao deve ser usado lubrificante para ndo interferir na confec¢do do esfregaco e isolamento de
micro-organismos.

e Verificar o aspecto clinico da mucosa vaginal e colocar a fita de pH vaginal fornecida, em contato com as
paredes laterais superiores da vagina por 30 segundos, em seguida anoti-los no questiondrio;

¢ Introduzir a escova ginecoldgica na endocérvice, girar duas vezes a 360°, retirar e inserir a escova no tubo
de Eppendorf® contendo 0,3 ml de salina, cortar a haste, fechar o tubo completamente e colocd-lo na caixa
com gelo - este material serd utilizado na pesquisa de HPV (PCR) e dosagem de citocinas (ELISA);

e (Coletar o material do fundo de saco (férnice posterior) com um swab e semear na placa de agar sangue e
fazer as estrias com a alga calibrada descartdvel e em seguida introduzir o swab no caldo BHI PRAS
cortando a sua haste e fechando o tubo e colocé-los na jarra de anaerobiose;

e (oletar o material do fundo de saco com um outro swab e confeccionar uma lamina, que serd colocada uma
gota de KOH a 10%, observando o odor caracteristico da volatilizacdo de aminas caracteristico de VB
(cheiro de peixe);

¢ Em seguida, introduzir este swab no tubo contendo 0,5ml de salina 0,85% esterilizada e tampar o tubo com
o tampao de algodao;

OBS: Os procedimentos de coleta serdo realizados pela doutoranda e por uma funciondria da coleta de exame
citologico do laboratério Médico Papanicolaou.

Doutoranda: Ana Claudia Camargo Campos
Orientador: Prof. Dr. Cleomenes Reis
Co-orientador: Prof. Dr. Eddie Fernando Candido Murta
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CEP/ACCG - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ASSOCIACAO DE COMBATE AO CANCER EM GOIAS

PROTOCOLO CEPACCG Nr 069/06 - Goiania, 12/02/2007.

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES):

Orientador: Prof. Dr. Cleomenes Reis
Doutoranda: Prof® Ms. Ana Claudia Camargo Campos

TITULO: “Avaliaciio de microrganismos e citocinas no trato genital
inferior de mulheres com vaginose bacteriana” '

Area Temética: Grupo Il .
Locai de Realizagdo: ACCG/HAJ - Ginecologia e mama

Senhor(a) Pesquisador(a),

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa da Associacdo de
Combate ao Cancer em Goids, apés a analise das adequacbes
solicitadas, aprovou sem restricbes o projeto de Pesquisa acima
referido, e o mesmo foi considerado em acordo com os principios
éticos vigentes.

Nio hé necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

O pesquisador responsadvel deverd encaminhar- ao CEPACCG,
relatérios trimestrais do andamento da pesquisa, encerramento,
conclusio{6es) e publicacao(0es). ! ‘

Rua 239 n° 181- Sctor Universitério — Goifinia - Goigs CEP.74 605-070
Fone: (62) 3243-7050



