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APRESENTACAO

O presente refere-se a um Trabalho de Curso (TC), elaborado pelo académico Jodo Augusto
Berno Fachin, em orientacdo da Prof.? Dr.? Jossimara Polettini, tendo por finalidade ser um
requisito parcial para a obteng&o do titulo de Bacharel em Medicina pela Universidade Federal
da Fronteira Sul (UFFS), campus Passo Fundo/RS e esta de acordo com os normativos: Manual
de Trabalhos Académicos da UFFS e Regulamento de TC do Curso. E composto pelo projeto
de pesquisa, relatorio de atividades e artigo cientifico, que foram desenvolvidos ao longo de
trés semestres, nos modulos de Trabalho de Curso | (2023/2), 11 (2024/1) e 111 (2024/2). Durante
a primeira etapa, desenvolveu-se o projeto de pesquisa; na segunda, o Relatdrio de Pesquisa,
que engloba principalmente a coleta de dados; finalmente, no Gltimo semestre, houve a
producdo de um artigo cientifico, trazendo a andlise e interpretacdo estatistica de resultados
obtidos.



RESUMO

As espécies de Lactobacilos conferem um pH ideal para microbiota vaginal, e tem efeito
protetor na proliferacdo de outros microrganismos patogénicos. No entanto, nos ultimos anos,
notou-se uma mudanca de paradigmas no que se tratava dos papeis atribuidos aos Lactobacilos
na microbiota vaginal, observando-se que nem todos possuiam a mesma funcéo protetiva ou
conectada com a salde do trato genital inferior. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho é
determinar as espécies de lactobacilos vaginais em uma amostra de mulheres de ambulatério
do Sistema Unico de Satde (SUS) na cidade de Passo Fundo, no estado do Rio Grande do Sul,
identificando-os entre as espécies de L. iners e ndo iners. Para a realizacdo do projeto, foram
utilizados dados e contetudo biolégico de amostras cérvico-vaginais coletado junto ao
Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal da Fronteira Sul. Dentro do
grupo amostral maior, estimado em n = 200, foram randomicamente selecionadas mulheres em
periodo reprodutivo e aptas para analise molecular, que, entdo, foram submetidas a técnica de
rt-PCR para identificacdo das espécies de lactobacillus de interesse, determinando-se a
abundancia relativa de L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii, L. iners e L. vaginalis. Em seguida,
os dados obtidos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e Dunn, e também em uma
analise em duas partes com o teste de Chi-Quadrado de Pearson (significancia de 5%): na
primeira, junto a dados das variaveis obtidas pelo questionario aplicado as pacientes, estudando
a relacdo entre as caracteristicas socioeconémicas e a identificacdo de cada uma das espécies;
na segunda etapa, entre a relacdo da quantificacdo relativa de L. iners e sinais/sintomas clinicos.
A amostra final foi composta por 53 mulheres, em sua maioria brancas e com idades entre 18 e
44 anos, com predominio de queixas clinicas relacionadas a dispareunia e dor. A avaliacdo
estatistica revelou que a abundancia relativa de L. iners e L. crispatus diferiu significativamente
em relacdo aos demais lactobacilos (p<0,05), sendo os mais prevalentes, mas ndo houve
diferenga significativa entre si. Também, a abundancia das espécies de lactobacilos vaginais
ndo se relaciona com caracteristicas sociodemograficas, comportamentais ou sintomatologia
especifica, porem a predominancia de L. iners sugere alerta quanto a outros fatores que podem

conjuntamente favorecer uma disbiose de uma microbiota considerada normal.

Palavras-chave: Lactobacillus iners; Exame Ginecoldgico; Reacdo em Cadeia da Polimerase.



ABSTRACT

The Lactobacilli species confer an ideal pH to the vaginal microbiota, and has a protective effect
in proliferation of other patogenic microorganisms. However, in the last few years, a paradigm
shift has been noticed on the role assigned to Lactobacilli in the vaginal microbiota, being
observed that not every type had the same protective role. In this context, the objective of this
paper is to determine the species of vaginal lactobacilli in a sample of women from a SUS
outpatient clinic in the city of Passo Fundo, in the state of Rio Grande do Sul, identifying them
in species of L. iners and non-iners. For the execution of the project, data and biological material
collected in the Gynecology and Obstetrics Ambulatory Clinic of the Universidade Federal da
Fronteira Sul were used. Within the larger sample group, estimated at n = 200, women of
reproductive age, eligible for molecular analysis, were randomly selected and subsequently
subjected to the rt-PCR technique to identify the lactobacillus species of interest, determining
the relative abundance of L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii, L. iners, and L. vaginalis. Then,
we analyzed tha data using the Kruskal-Wallis and Dunn tests, as well as a analysis with
Pearson’s Chi-Square test in two parts (5% significance level): in the first stage, data were
analyzed alongside the variables obtained from the questionnaire administered to the patients,
in order to examine the relationship between socioeconomic characteristics and the
identification of each species; in the second stage, the relationship between the relative
quantification of L. iners, L. crispatus and L. jensenii and clinical signs/symptoms was
examined. The final sample consisted of 53 women, predominantly white, aged between 18 and
44 years, with a predominance of clinical complaints related to dyspareunia and pain. Statistical
evaluation revealed that the relative abundance of L. iners and L. crispatus differed significantly
from the other lactobacilli (p<0.05), with these being the most prevalent, but with no significant
difference between them. Additionally, the abundance of vaginal lactobacilli species was not
associated with sociodemographic or behavioral characteristics, nor with specific symptoms.
However, the predominance of L. iners suggests a potential alert regarding other factors that

could collectively favor dysbiosis within a microbiota considered normal.

Keywords: Lactobacillus iners; Gynecological Examination; Polymerase Chain Reaction.
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1. INTRODUCAO

A microbiota vaginal €, talvez, um dos ecossistemas mais complexos presentes no corpo
humano. Composta por um nimero limitado de espécies, nas Ultimas décadas se tornou uma
das grandes apostas para o papel de protagonista no bem-estar do sistema e ciclo reprodutivo
feminino. Os lactobacilos, divididos em diversos grupos de predominio, sdo o0s principais
responsaveis por manter a homeostase do ambiente, evitando a colonizacdo por outros
microrganismos potencialmente patogénicos e formando uma primeira barreira de protecéo
(Wijgert et al., 2014).

Com o avango de técnicas e tecnologias moleculares, como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), microarranjos de DNA (microarrays) e 0 pirossequenciamento génico, 0s
microrganismos, tanto patdgenos quanto benéficos, tém sido melhor caracterizados (Chee;
Chew; Than, 2020). E nesse sentido que o estudo de Ravel et al. (2011) consegue, pela primeira
vez, fazer uma descricdo detalhada das comunidades vaginais, propondo sua existéncia em um
equilibrio dindmico, que, como hoje se sabe, pode ser afetado por uma variedade de fatores,
tanto internos quanto externos (Chen et al., 2021). Sdo compreendidos, portanto, segundo 0s
autores referidos, 4 comunidades (chamadas de Community State Type (CST)) dominadas por
espécies de Lactobacillus (I, 11, 11l e V) e uma com grupos diversos de bactérias (V).

No Brasil, Marconi et al. (2010), demonstraram, em um dos maiores trabalhos a nivel
nacional, que aproximadamente 95% da populacédo estudada abrigava um dos seguintes grupos,
por ordem crescente: CST IV (27,4%), CST | (30,5%), representado pelo Lactobacillus
crispatus e, finalmente, CST 111 (36,5%), dominado pelo Lactobacillus iners. Outro ponto de
importancia notado, devido aos efeitos negativos de uma microbiota com deplecdo de
Lactobacillus, é o fato de a regido Sul estar associada com uma menor taxa de prevaléncia da
CST IV.

Em especial, o grupo de CST Ill, com o passar do tempo acabaria por despertar uma
série de duvidas quanto a ndo ser tdo benéfico quando comparado a outras espécies, estando
relacionado principalmente com infec¢des por candida (Tortelli et al., 2020) e HPV (Brotman
etal., 2014; Norenhag et al., 2019), além de adversidades gestacionais, como partos prematuros
(Kindinger et al., 2017). Tais dados, ainda recentes na literatura, se mostram preocupantes, pois

colocam em risco a saude ginecoldgica de milhdes de mulheres pelo mundo.

Uma analise mais detalhada da presenca e papel da candidiase na conjuntura da-se como

um 6timo exemplo sobre a interagéo entre o balanco dos elementos que formam esse complexo
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sistema. Causada por Varios tipos de candida, mas sobretudo a Candida albicans, muitas
mulheres colonizadas sdo assintomaticas, porém, parte das pacientes pode vir a experenciar
sintomas como corrimento esbranquicado, prurido, irritacdo e dispareunia (Sobel, 2007).
Diversos estudos recentes vém demonstrando que, ao contrario do apontamento feito parao L.
iners, a predominancia de outras espécies de Lactobacillus pode ser um fator protetor, inibindo
0 crescimento e a formacéo de hifas do fungo em questdo (Madhivanan et al., 2015; Wang et
al., 2017).

Nessa perspectiva, a determinagdo das espécies de microrganismos colonizadores da
cavidade vaginal apresenta-se como um tépico que podera auxiliar, em um futuro préximo, no
maior entendimento sobre a fisiopatologia de doencas e infeccdes frequentes na populacédo
feminina, além de possibilitar tratamentos mais otimizados para elas (Mei e Li, 2022). Assim,
o trabalho se posiciona ao tentar contribuir no retrato da cena atual, tendo enfoque as
caracteristicas epidemioldgicas de mulheres atendidas pelo SUS na cidade de Passo Fundo,
buscando contribuir para um melhor entendimento da situacdo demografica frente aos avancos

cientificos.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 PROJETO DE PESQUISA

2.1.1 Tema
Determinacéo de espécies de Lactobacillus na microbiota vaginal de pacientes atendidas
em ambulatérios no Sistema Unico de Salde (SUS) na cidade Passo Fundo/RS.

2.1.2 Problemas
Qual a prevaléncia das principais espécies de Lactobacillus em mulheres atendidas em

ambulatorios no SUS?
Quais as caracteristicas e queixas clinicas mais prevalentes na amostra analisada?

Qual a relacdo entre as caracteristicas epidemiologicas, demogréficas, de
comportamento sexual e de queixas clinicas das mulheres e as diferentes espécies de

Lactobacillus?
Qual a prevaléncia de Candida spp. nas mulheres da amostra?

Qual a relacdo entre o predominio de Lactobacillus iners e o diagndéstico de candidiase?

2.1.3 Hipoteses

A prevaléncia total de mulheres com predominancia de Lactobacillus iners é de
aproximadamente 35%, enquanto que a de L. crispatus é de 31%, a de L. gasseri sendo 4% e,

finalmente, a de L. jensenii de 1%.

A maior parte das mulheres da amostra sdo de etnia branca, com uma variagdo de idade

entre 15 e 48 anos. As queixas clinicas mais frequentes sdo leucorreia, dor e dispaurenia.

H& predominancia de L. iners em mulheres com menor nivel educacional,
comportamento sexual de risco (sexo desprotegido), porém tal predominancia é semelhante
entre mulheres brancas e ndo brancas. As queixas clinicas sdo mais frequentes no grupo com

predominancia de L. iners.
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A prevaléncia de Candida spp. em mulheres de amostra € de 20 a 30%.

Ha maior prevaléncia de candidiase em mulheres que apresentam predominancia de L.

iners na microbiota vaginal.

2.1.4 Objetivos
2.1.4.1 Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia das espécies de Lactobacillus iners e ndo iners na microbiota

vaginal de mulheres atendidas em ambulatérios do Sistema Unico de Satde (SUS).

2.1.4.2 Objetivos Especificos

Descrever as principais caracteristicas epidemioldgicas, sociodemograficas e de queixas

ginecoldgicas mais prevalentes nas pacientes e relacionar com a presenca de Lactobacillus

spp.
Verificar a prevaléncia de candidiase na amostra.

Relacionar a predominéncia de L. iners com a candidiase.

2.1.5 Justificativa

Nos ultimos anos, o estudo dos diferentes microbiomas humanos tem sido destaque na
comunidade cientifica, por sua capacidade de modular diversos aspectos do organismo humano.
Conforme o avanco de técnicas dentro da biologia molecular, como o sequenciamento e a area
da metagendmica, abre-se um novo leque de perguntas, potencialidades e possibilidades. Entre
eles encontra-se a microbiota vaginal, composta por diversos tipos de microrganismos — em
especial, os Lactobacillus spp. —, protagonistas da homeostasia e na manutencdo da saude

ginecoldgica.

No entanto, pesquisas recentes, que possibilitaram a identificacdo das espécies mais
predominantes e suas caracteristicas, tém aberto espagos para debates, em particular, sobre o

menor papel protetivo do Lactobacillus iners quando comparado a outras espécies.
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Conhecer as caracteristicas demogréaficas, epidemioldgicas e sociais relacionadas a
predominancia do L. iners permite acessar e identificar de maneira mais contundente 0s grupos
populacionais mais predispostos a riscos, como de InfeccGes Sexualmente Transmissiveis
(ISTs) e adversidades gestacionais, como partos prematuros, e coordenar cuidados para o
diagndstico e tratamento. Além disso, o predominio de L. iners relaciona-se a outras doengas
que afetam o sistema reprodutor feminino, como o caso de candidiases recorrentes, e, 0
entendimento dessa interrelacdo permitira, futuramente, o desenvolvimento de métodos

probidticos para sua resolucao.

Destaca-se ainda a necessidade de que novas pesquisas sejam realizadas na area, em
particular em locais onde estudos ainda sdo escassos, em especial no Brasil, e, no Rio Grande

do Sul, onde nenhum estudo especifico foi arquitetado.

2.1.6 Referencial Tedrico
2.1.6.1 Microbiotas vaginais: os CSTs (Community State Types)

O corpo humano carrega em si um mutualismo em sua natureza. Em todo o organismo,
como na pele, intestinos e quaisquer outra superficie, encontram-se diferentes ecossistemas que
convivem e fazem trocas mutualisticas com seu portador. Um dos fatores mais surpreendentes
é a capacidade de um sistema tdo complexo também ser tdo diverso, variando ndo somente de

individuo para individuo, mas em auto variagcdo com o passar do tempo (Costello et al., 2009).

Com o advento de novas técnicas na biologia molecular, Ravel et al. (2011) puderam
investigar a microbiota vaginal e as espécies mais detalhadamente pela primeira vez. Notou-se
que, diferentemente de outras regides do corpo humano, a maior parte das amostras microbianas
vaginais sdo dominadas por um tipo especifico bacteriano, os Lactobacillus spp. No entanto,
em alguns casos, tal microbioma apresenta uma maior quantidade de microrganismos diversos,
com predominancia de formas cocaceas anaerdbias, o que € usado como fator diagndéstico para

a vaginose bacteriana (Nugent; Krohn; Hillier, 1999).

Dentre os Lactobacillus spp. que colonizam o microambiente vaginal, pelo menos 4
especies predominantes foram identificadas, e a maior abundéancia dos mesmos caracteriza as
chamadas CSTs, (Community State Types, ou, comunidades microbianas). Nesse contexto,
foram descritas a CST |, dominada pelo Lactobacillus crispatus; CST Il, com predominio de L.
gasseri; CST 11, com um maior nimero de L. iners; CST IV, que, apesar de ndo ser dominada

por nenhum tipo de lactobacilo, ainda, em sua grande parte, os tém presente. Importante
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ressaltar que a CST IV estd fortemente ligada ao crescimento de bactérias tipicamente
anaerobicas, que podem resultar, por exemplo, em um risco maior para ISTs (Zheng et al.,
2021). Finalmente, a CST V, representada pelo predominio de L. jensenii. Pode-se dizer, dessa
forma, que a microbiota humana vaginal seja caracterizada por uma diversidade extremamente
baixa (Ravel et al., 2011). A Figura 01 apresenta um resumo de algumas caracteristicas

pertinentes de cada comunidade.

Figura 01 — Resumo sistematico de caracteristicas da microbiota vaginal observadas em

diferentes comunidades microbianas (CSTs)

Microbiota Vaginal Saudavel Dominada por Lactobacillus ‘ Saudavel ou Transicional? ‘ Disbiose — VB

Predominio — L. iners %

Predominio — L. crispatus 26.2% (Brancas/Asidticas)

(Brancas/Asiaticas) Transicao facilitada . Transicao facilitadal
a estado de ndo VB 341 % aestado de VB
camada de o - Produgéo de éci_do latico _mais alto: pl—! 4
Muco & % - Comunidade vaginal relativamente estavel Crescimento excessivo de
\. # 9 « Mais suscetivel a transicéo para a dominada por T T—

1 L. iners [ bactérias anaerdbias
Y . £ . —

* Menos suscetivel a transicao para estado de VB S S A | facultativas/obrigatdrias
- Menor prevaléncia de ISTs virais - Produgéo moderada de &cido latico: pH 4,4 R

- Genoma central (10 cepas) - Isolado tanto de estados saudaveis quanto de vaginose

~ a bacteriana
* Eatores d_e adesdo a_o_hOSpEde”o o - E o spp. dominante apds tratamento para vaginose

* Fatores a exclusdo competitiva de G. vaginalis bacteriana
- Frequentemente isolado do microbioma vaginal em

Predominio — L gasseri 63% transicdo /
(Brancas/Asiaticas) - Mecanismos de adaptac&o: *Sistema CRISPR/ *Genes ‘
ferro-enxofre/*Citolisina dependente de colesterol/*Enzimas

- Menor produggo de 4cido latico: pH 5 metabdlicas de mucina e glicogénio

- Estabilidade da comunidade vaginal Sem predominio de Lactobacillus - Nenhuma/baixa producéo de
relativamente estavel (Negras/Hispanicas) acido latico: pH 5,3
* Raras transi¢des a outras comunidades 27 % - Alto score de Nugent

- Biofilme polimicrobiano com G.
vaginalis
- Facilitacdo & aquisicéo de ISTs

Predominio — L. jensenii 53 %

(Brancas/Asiaticas) Transicéo facilitadal

3 s |
¥ By g™ ) .

CA - Producéo moderada de &cido latico: pH 4,7

- Sem informagdes sobre estabilidade - Abundantes spp. mantém um pH baixo: pH 4-5
- Baixo score de Nugent
- Saudavel ou estado de vaginose bacteriana
assintomatica?

Fonte: Adaptado de Petrova et al. (2015, p. 3).

2.1.6.2 Fatores epidemioldgicos associados a CST 111

Os estudos sobre a caracterizagdo das CSTs ainda sdo escassos, mas 0s dados
disponiveis sédo promissores. No Brasil, um estudo com mulheres de todas as regides do pais
identificou que aproximadamente dois ter¢os apresentaram CST 111 (36,5%), seguidos de 27,4%
da CST 1V, 4,4% da CST Il e 1,2% da CST V (Marconi et al., 2020). As CSTs Il e IV estdo
relacionadas a um aparente menor e controverso papel protetor contra disbioses e o

desenvolvimento de vaginose bacteriana (Janneke et al., 2014; Zheng et al., 2021).

Estudo recente demonstrou que o dominio de L. iners foi menor em mulheres que

completaram o ensino médio (52,70%), quando comparado com mulheres que ndo completaram
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(66,36%). Por outro lado, a presenca dessa bactéria foi maior em mulheres com prética de sexo
desprotegido e um nimero maior do que dois parceiros sexuais no Ultimo ano; de forma
interessante, uma dieta com consumo de laticinios também parece estar vinculada inversamente

com essa prevaléncia (Novak et al., 2022).

O estudo de Marconi et al. (2020) difere do de Ravel et al. (2010) ao ndo encontrar
diferencas significativas entre a predominancia dos microbiomas e a etnia das pacientes. Os
ultimos descrevem que a presenga de CST IV em mulheres hispanicas (34,3%) e negras (38,9%)
se apresentava como super-representado quando comparado com mulheres asiaticas (17,6%) e
brancas (9,3%). Por outro lado, o primeiro estudo incluiu pacientes brasileiras, com grande
miscigenacdo, 0 que pode representar que cada populacdo pode ter um padrdo diferente de

microbiota considerada comum e normal.

2.1.6.3 Caracteristicas gerais do Lactobacillus iners

A primeira descricdo do L. iners ocorreu por trabalho de Falsen et al. (1999). Os autores
documentaram a bactéria como células arredondadas, de crescimento fastidioso (visto que ndo
crescem no agar MRS ou Rogosa, que sdo especificos para o Lactobacillus spp.), somente em
agar sangue. Ainda, sdo catalase-negativos, anaerdbios facultativos e coram Gram-positivo. E
expresso ainda que as coldnias sdo pequenas, circulares e ndo pigmentadas. Filogeneticamente,

como mostra a Figura 02, foram classificados mais proximamente de L. gasseri e L. johnsonii.
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Figura 02 — Arvore filogenética proposta por Falsen et al. (1999).
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Fonte: Falsen et al. (1999, p. 220).

Porém, recentes estudos tém revisitado a coloragdo determinada da bactéria, propondo
gue nem todos os L. iners sdo corados como Gram positivos. Em experimentos com misturas
artificiais dessa com outras bactérias, notou-se a ambiguidade de coloracdo. Na Figura 03,
observa-se a mistura em iguais quantidades de L. iners e L. crispatus (Gram-positivo), e, na
Figura 04, de L. iners e Streptococcus agalactiae, mostrando que a bactéria pode apresentar-se,

em algumas condig¢des, como Gram negativas (Vaneechoutte, 2017).

Em analises feitas com microscopia eletrénica de transmissao, observou-se que a parede
de peptideoglicano era muito fina quando comparada com a de organismos Gram-negativos.
Além dessa caracteristica, o L. iners manteve seus genes ligados a transportadores de
membrana, o que pode indicar uma utilizacdo maior de compostos do hospedeiro, o que seria,
em hipotese, uma vantagem evolutiva para prosperar no ambiente vaginal ante a outros

competidores (Kim et al., 2020).



19

Figura 03 — Fotomicrografia de esfregaco de cultura bacteriana, corado por Gram, mostrando
mistura de Lactobacillus iners e Lactobacillus crispatus

7

Fonte: Vaneechoutte (2017, p. 830).

Figura 04 — Fotomicrografia de esfregaco de cultura bacteriana, corado por Gram, mostrando
mistura de Lactobacillus iners e Streptococcus agalactiae
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Fonte: Vaneechoutte (2017, p. 830)

2.1.6.4 Caracteristicas gendmicas, bioquimicas e imunolégicas do L. iners.

Morris, Lenski e Zinser (2012) iniciam o artigo de grande impacto na biologia e ecologia
que construiu a Hipotese da Rainha Negra (“The Black Queen Hypothesis”) com uma
declaracdo que muito bem sintetiza o papel evolutivo do Lactobacillus iners:
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Existe uma tendéncia no discurso evolucionista de descrever a historia
da vida como uma progressdo direcionada a uma complexidade
crescente. Entretanto, ndo ha razao para esperar que essa complexidade
serd vantajosa adaptativamente em todos os casos e para todas as
espécies (Morris, Lenski e Zinser, 2012, p. 1, Tradugdo Nossa).

De fato, 0 genoma dessa espécie é acentuadamente pequeno, sendo aproximadamente
de 1,3 milhdes de pares de bases, um pouco mais da metade do que L. crispatus (Macklaim et

al., 2010), o que pode ser observado, comparativamente, na Figura 05.

Figura 05 — Arvore filogenética e quadro comparativo de algumas caracteristicas genémicas

de espécies de Lactobacillus. (Size: tamanho em pares de bases; CDS: nimero de sequéncias

codificantes; HA(n): niamero de genes adquiridos horizontalmente; HA(%): porcentagem de
sequéncias codificantes adquiridas horizontalmente).

Size  CDS  HA(n) HA[%)

L. johnsonii NCC 533 1.99 1821 2 0.11
[ [L_ gasseri ATCC 33323 189 1755 2 on
L. iners AB-1 1.30 1190 65 5.46
- L cnspatus JV-VO1 2.07 2209 10 0.45
[L acidophilus NCFM 1.99 1862 4 021
L. dEfbeECkaUbSp. 1.86 1562 24 1.54

bulgaricus ATCC 11842 ' '

g 0.05

Fonte: Macklaim et al. (2010, p.4689).

Em resumo, a hipdtese traz o conceito de que organismos tendem, durante sua adaptacéao
ao ambiente, como nesse caso 0 vaginal, a terem seu genoma reduzido caso 0 hospedeiro possa
fornecé-lo de nutrientes, assim, perdendo a capacidade de sintetiza-los. No contexto evolutivo,
alguns genes se tornam excessivamente custosos para serem carregados em determinados
ambientes, e, analogos a rainha de Espadas do jogo de Copas, devem ser eliminados para uma
melhor adequacao (Morris; Lenski; Zinser, 2012). Um mapa gendmico do Lactobacillus AB-1,
juntamente com a legenda de cores sobre alguns genes de importancia pode ser visto na Figura
06, na qual notam-se algumas peculiaridades interessantes, como o terceiro anel, de cor verde
escura, que aponta Open Reading Frames (ORFs) que, suspeita-se, terem sido adquiridos
horizontalmente (Macklaim et al., 2010).
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Figura 06 — Mapa gendmico do Lactobacillus iners AB-1.
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Fonte: adaptado de Macklaim et al. (2011, p. 4689)

Para o escopo desse trabalho, considera-se relevante uma razoavel explana¢do nos
mecanismos metabolicos desenvolvidos pela bactéria. Até recentemente, pensava-se que o fator
antimicrobiano protetor produzido pelos lactobacilos era o peréxido de hidrogénio (H205),
sendo, inclusive, um dos fatores para a selecdo para producédo de probidticos (Klebanoff et al.,
1991; Falagas, Betsi e Athanasiou, 2007). Porém, novos estudos, que serdo discutidos a seguir,

abrem novas consideracdes.

Em estudo de O Hanlon, Moench e Cone (2011), observou-se que concentragdes
fisiologicas de H20. ndo eram capazes de exercer uma atividade antimicrobiana, inativando,
inclusive, quando presentes em concentragdes mais altas, mais especificamente os lactobacilos.
Além disso, € indicado que essa falha no empreendimento possa ser advinda de uma inativacéo
do composto quimico pelo fluido cervicovaginal e 0 sémen, sendo, por conseguinte, implausivel

seu papel como primeira barreira protetiva (O Hanlon et al., 2011).



22

Com tais indicativos, muito tem se pesquisado sobre o protagonismo, na verdade, do
acido latico como fator protetivo no contexto ginecoldgico. Sabe-se que o produto final da
fermentacao do glicogénio por lactobacilos predominantes na vagina pode resultar em acido
latico, porém, ha uma divisao entre a possibilidade de tal producdo de cada um dos isdbmeros.
Enquanto L. crispatus, L. gasseri e L. jensenii possuem a capacidade de produzir tanto D- e L-
acido latico, o L. iners s6 consegue completar a via metabdlica do L-&cido latico, visto a

auséncia do cddigo genético para producao de D-lactato desidrogenase (France et al., 2016).

Uma falta de vias metabdlicas indica uma necessidade maior de obter nutrientes
derivados pelo hospedeiro, o que pode ser, na verdade, uma vantagem adaptativa e competitiva
de L. iners, ja que para que isso ocorra é necessaria uma maior adesao a fibronectina humana
e, logo, ao ter maior contato com o tecido, ha um fortuito maior na hidrélise e extracdo de
carboidratos da mucosa da vagina. Em resumo, as enzimas necessarias para converter glicose
em piruvato e piruvato em L-lactato estdo presentes, mas ndo sdo transformados em outros
metabolitos (France et al., 2016; Macklaim et al., 2011).

Por ndo haver producéo significativa de D-cido latico em casos de CST I, a razdo L-
acido latico/D-latico pode elevar o CD147, ou, Indutor de Metaloproteinase de Matriz
Extracelular (EMMPRIN), que é uma proteina presente nas membranas humanas e fluido
extracelular, o que, consecutivamente, pode levar a uma ativacdo da metaloproteinase-8
(MMP), enzima que estd fortemente associada com a degradagdo da matriz extracelular
(Beghini et al., 2015; Witkin et al., 2013).

Apesar de ndo haver uma conexdo direta entre os niveis de D-acido latico e os niveis
vaginais de EMMPRIN, a elevacdo de sua concentracdo em relagdo ao L-acido latico esta
associada a reducédo dos niveis do indutor. Quando ndo ha presenca de D-acido latico, os niveis
de EMMPRIN aumentam, resultando em concentracdes elevadas de MMP-8. 1ss0, por sua vez,
facilita a migracdo de bactérias em direcdo a endocérvice e ao Utero, aumentando a
suscetibilidade a problemas durante a gravidez e infecgdes urogenitais (Witkin et al, 2013). Em
concordancia com tais observacOes, recente trabalho in vitro observou que espécie de
lactobacilo produtora de D e L-acido latico é mais eficaz em diminuir a infectividade bacteriana
de Chlamydia trachomatis em células HelLa, quando comparados a lactobacilos produtores

apenas de L-acido latico, como o L. iners (Zalambani et al., 2023)
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2.1.6.5 Controvérsias sobre o papel protetor do Lactobacillus iners

Atualmente, um dos métodos mais utilizados para o diagnostico de vaginose bacteriana
(VB) é o chamado Escore de Nugent. Utilizando-se da coloracdo de Gram de amostras do
conteudo vaginal em esfregaco em lamina e da analise de morfotipos, forma-se uma escala de
0 a 10, na qual, de 0 a 4 considera-se uma microbiota normal e, de 7 a 10, uma VB (Nugent;
Krohn; Hillier, 1999). Interessante destacar que caracteristicas clinicas e epidemioldgicas de
mulheres com a CST 1, dominada pelo L. iners, tem sido semelhante as observadas em casos

de vaginose, 0 que suscita a discussdo sobre o real papel protetivo dessa espécie lactobacilar.

Nesse contexto, a microbiota dominada por L. iners também pode ser mais propensa a
abrigar espécies fungicas, como a mais frequente na regido vulvovaginal, a Candida albicans,
embora existam resultados conflitantes. No estudo de Brown et al. (2023) entre amostras sem
C. albicans detectadas, CST Il (dominado por L. iners) foi o tipo mais abundante, seguido pelo
CST IV (baixo teor de Lactobacillus). Tais inconsisténcias advém da instabilidade da
microbiota da CST Ill, e essas flutuacbes podem resultar de fatores endégenos ou pressdes
exogenas (ou seja, alteracbes hormonais devido ao ciclo menstrual ou contracepcdo, sexo,
préticas intravaginais) que servem para abrir nichos ecoldgicos e oportunizar outras espécies

ou patégenos se expandirem ou invadirem a comunidade (Munoz et al., 2021).

Dessa forma, novos estudos sobre a relacdo do L. iners com caracteristicas pessoais e
da microbiota de populagdes especificas sdo importantes para o entendimento da eubiose

vaginal e para estimulo para o desenvolvimento de novos probidticos para a satde da mulher.

2.1.6.6 A técnica de PCR

Na primavera de 1984, em um evento anual empreendido pela Cetus Corporation, um
poster fora apresentado por Kary B. Mullis, poster esse que naquele momento acabou por néo
receber grande atencao e interesse por parte dos transientes, mas que, quarenta anos depois,
reconhece-se como uma transformac&o irrevogavel na biotecnologia. Trata-se da descoberta da
chamada Polymerase Chain Reaction (PCR), técnica de aplicagdo relativamente simples que

permite a copia quase que ilimitada de fragmentos de DNA (Mullis, 1990).

Em resumo, 0 método consiste, segundo descrito por Mullis et al. (1986) e Saiki et al.

(1988), em repetidos ciclos dos seguintes:
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a) Desnaturacdo: desnatura-se as fitas duplas de DNA (dsDNA) por meio do calor, que é
responsavel pela quebra unicamente das ligagcdes de hidrogénio entre os pares de base,
assim formando-se fitas simples desnaturadas (sSDNA) (Royal Society of Chemistry,
2014).

b) Anelamento: ha a hibridizacdo dos primers especificos, ou seja, pequenos fragmentos
de DNA iniciadores (forward e reverse) para a sequéncia de interesse em cada uma das
ssDNA complementares.

c) Polimerizacdo: por meio da DNA-polimerase, hd a sintese de novas dsDNA.
Inicialmente utilizava-se um fragmento do DNA da Eschirichia coli como fonte de
DNA-polimerase, porém, nos dias atuais, prefere-se 0 uso da enzima da Thermus
aquaticus (Tag), que é termoestavel ao processo.

d) Repeticdo dos ciclos: os ciclos podem em seguida ser repetidos, a fim de gerar,
exponencialmente, um aumento da quantidade de fitas, o que permite a analise posterior

do material.

Dessa forma, é possivel aplicar a referida técnica para a busca de material genético
especifico, incluindo a pesquisa do DNA bacteriano das espécies de Lactobacillus, o que
pode ajudar a compreender a distribuicdo das espécies na populacdo estudada, e sua relagao

com outros patdgenos, como a Candida, no conteldo vaginal.

2.1.7 Metodologia
2.1.7.1 Tipo de Estudo

Trata-se um estudo do tipo observacional, transversal, quantitativo, sendo os objetivos

da pesquisa uma analise descritiva e analitica.

2.1.7.2 Local e Periodo de Realizacao

Serd realizado no intervalo entre marco e dezembro de 2024 no ambulatorio de
Ginecologia e Obstetricia e no Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular, localizados

junto a Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), em Passo Fundo, no Rio Grande do Sul.
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2.1.7.3 Populagéo e Amostragem

O estudo ¢ um recorte do projeto maior de nome “Citologia cérvico-vaginal em meio
liquido e deteccdo de Papiloma Virus Humano (HPV), infec¢bes sexualmente transmissiveis
(ISTs) e alteragdo da microbiota vaginal em mulheres atendidas no Sistema Unico de Saude”,
que teve a coleta de dados iniciada em 2020 e perpassa até o presente momento. Para o estudo,
serdo selecionadas as mulheres dentro da amostra em idade reprodutiva, ndo gestantes e néo
menopausadas, que foram atendidas pelo ambulatorio e tiveram coleta de citologia cérvico-

vaginal.

Para os critérios de exclusdo definiu-se que ndo participardo mulheres que usaram
antibidticos nos ultimos 40 dias e que realizaram atividade sexual nas 72 horas anteriores a
coleta, além das quais as amostras ndo se apresentem adequadas para posterior estudo molecular
e citoldgico. Sabendo desses fatores, estima-se um tamanho da amostra em 200 pacientes,

namero originado pelas coletas feitas até 0 momento e pelo fluxo do servico.

2.1.7.4 Variaveis, Instrumentos e Coleta de Dados

Os dados de coleta, tanto dos questionarios, como de material biol6gico, sdo provindos
do projeto original, junto as pacientes que se apresentaram para consultas no Ambulatério de
Ginecologia da Universidade Da Fronteira Sul (UFFS), no Campus de Passo Fundo, no Rio

Grande do Sul, que realizaram o0 exame de Papanicolau e concordaram em participar do estudo.

Serdo utilizadas, para a analise estatistica posterior, as seguintes variaveis, obtidas como
parte do formulario, disponivel no Anexo 01: idade (em anos completos), raca/cor, situacdo
conjugal, se sexualmente ativa, renda, se historico autorreferido de algum tipo de infeccédo
sexual, dados do exame clinico e de queixas (queixas de leucorreia, odor, dor, amenorreia,
dispareunia, prurido, vulvite, endocervicite, ectopia, lesdo e outros), resultado de exames

clinicos (Whiff test e Teste de pH vaginal).

Também serdo utilizadas como variaveis, obtidas por meio do estudo laboratorial
realizado na pesquisa, a presenca de Candida spp., a presenga e/ou auséncia e/ou predominio
de tipos de Lactobacillus (L. crispatus, L. jensenii, L. gasseri e L. iners). Pode-se conferir de
forma mais detalhada a classificacdo sobre dependéncia e independéncia das variaveis na se¢cdo
2.1.7.5.
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2.1.7.4.1 Momento da consulta, coleta e da técnica citoldégica empregada:

As pacientes sdo submetidas ao afastamento das paredes vaginais (utilizando-se do
Espéculo Vaginal Collin esterilizado e sem lubrificantes). Em seguida, ha a afericdo do pH
vaginal, fazendo o uso de fitas comercias de afericdo de pH, que s&o posicionadas no terco
médio da vagina. Em seguida, é coletado o Swab dessa mesma porcdo, sendo disposto o

conteddo em laminas para coloragcdo de Gram em duas unidades.

O Whiff Test é realizado, por meio da adi¢do de KOH (10%) ao contetido coletado. Em
seguida, sdo coletadas as amostras cérvico-vaginais pela citologia em meio liquido, onde, com
0 uso de espatula especial e da escova endocervical, hd a raspagem e coleta de células do epitélio
da ectocervice e endocervice, respectivamente que sdo dispostos, ao contrario da citologia
convencional, em um liquido preservador, no caso, o CellPreserver® (Kolplast), e feita agitacdo
manual do frasco. A amostragem é enviada para o Laboratorio de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFFS para posteriores anélises e testes.

2.1.7.4.2 Protocolos para a anélise laboratorial do contetdo

Para a extracdo de DNA o seguinte protocolo sera seguido: 1mL é retirado da coleta em
meio liquido e separado em microtubos. Conforme instrucdes do fabricante, o volume é
submetido a centrifugacdo e coleta do pellet celular com subsequente extracdo de DNA total
utilizando-se os reagentes comerciais de purificacao (Illustra DNA tissue and cell genomicPrep,
GE Healthcare). As amostras sdo armazenadas a uma temperatuda de -20°C até sua utilizacéo
na deteccdo e genotipagem do DNA dos lactobacilos em questao através da técnica de PCR. A
concentracdo do DNA de cada amostra serd estimada através do equipamento de

espectofotdmetro.

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) serd realizada conforme
explicitada por Yeruva, Rajkumar e Donugama (2017), através da qual cada amostra
inicialmente sera amplificada e identificada, em um primeiro momento, a nivel de género
Lactobacillus, utilizando o forward primer (F) CTCAAAACTAAACAAAGTTTC-F e reverse
primer (R) CTTGTACACACCGCCCGTTCA-R. A desnaturagdo inicial das fitas sera feita em
uma temperatura de 94°C, por cinco minutos; consecutivamente, realizar-se-a4 30 ciclos de

desnaturacéo (94°C, 30 segundos), anelamento do DNA (56°C, 5 minutos) e extenséo (72°C),
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no aparelho de termociclador. As reagdes serdo realizadas em volume final de 20 uL, composto
de 10 uL de PCR Buffer 2x GoTag ® Green Master Mix (Promega); 1,0 de cada primer na
concentracdo de 10 uM; agua estéril g.s.p. e 2 uL de cada amostra pesquisada. Como controle
negativo ha a presenca de agua estéril, e, como controle positivo, 0 DNA extraido de material

previamente identificado para o género bacteriano de interesse.

O produto do protocolo sera colocado em eletroforese por gel em agarose 1,5%,
preparada em tampdo 1X TBE (Tris/Acido Borido/EDTA), corada com Brometo de Etidio,
seguido a uma comparacdo dos tamanhos dos produtos com o padrdo de 50 pares de base e

fotografia sob transiluminagao ultra-violeta (UV).

Em seguida, as amostras positivas para Lactobacillus spp. serdo submetidas a novas
reacOes especificas de PCR, utilizando-se primers especificos para as espécies de L. crispatus,
L. jensenii, L. gasseri e L. iners. Os primers utilizados (5’-3) podem ser observados na Tabela
01:

Tabela 01 — Sequéncias de primers para a identificacdo de espécies de Lactobacillus pela
técnica de PCR.

Tamanho do Produto

Nome da Espécie Sequéncia Primer (5°-3") (bp)
p

. . AGGATATGGAGAGCAGGAAT-F
Lactobacillus crispatus 522

CAACTATCTCTTACACTGCC-R

e . AAGAAGGCACTGAGTACGGA-F
Lactobacillus jensenii 700

CCTTTCCCTCACGGTACTG-R

. . AGCGACCGAGAAGAGAGAGA-F
Lactobacillus gasseri 360

TGCTATCGCTTCAAGTGCTT-R

) ) GTCTGCCTTGAAGATCGG-F
Lactobacillus iners 158

ACAGTTGATAGGCATCATC-R
Fonte: Adaptado de Yeruva, Rajkumar e Donugama (2017, p. 536)

Todos os primers foram testados para compatibilidade na plataforma online de
bioinformatica BLAST ®, da National Library of Medicine — National Center for

Biotechnology Information, atingindo uma identidade de 100% em todos 0s casos.



28

Para a identificacdo das amostras com presenca de Candida spp. optou-se pela
identificacdo citopatol6gica microscépica, em coloracdo de Gram, buscando-se budding cells

(células em brotamento), hifas e pseudo-hifas e tubos germinativos.

2.1.7.5 Processamento, Controle de Qualidade e Analise dos Dados

Os resultados advindos das informac6es de prontuarios, moleculares e citopatologicas
serdo duplamente digitados no software EpiData (distribuicdo livre) e seguirdo para analise
estatistica a ser realizada nos softwares, também de distribuicéo livre, PSPP e R. Essa analise

serd feita em trés tempos, sendo o0s seguintes:

1) Utilizacdo do teste de Chi-quadrado de Pearson (X?) para observacéo da significancia
da relacdo entre variaveis independentes idade (em anos completos), raga/cor, situacéo
conjugal, se sexualmente ativa e renda e dependentes, no caso, a presen¢a ou auséncia
dos lactobacilos L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii e L. iners.

2) Utilizacdo do teste de Chi-quadrado de Pearson (X?2) para observacdo da significancia
darelacdo entre a variavel independente predominio de L. iners e o desfecho relacionado
as queixas clinicas, sendo elas leucorreia, odor, dor, amenorreia, dispareunia e prurido,
do exame clinico (leucorreia, odor, vulvite, endocervicite, ectopia ou lesées) e dos testes
clinicos (Whiff test e Teste de pH vaginal).

3) Utilizacdo do teste de Chi-quadrado de Pearson (X?2) para observagdo da significancia
da relacdo entre a variavel independente predominio de L. iners e o desfecho, que é a

presenca de Candida spp. na amostra.

Seré aplicado uma significancia de 5%. Também serdo feitas as distribui¢cbes simples

de frequéncias.

2.1.7.6 Aspectos Eticos
O projeto maior foi aprovado com os pareceres 3.736.932, 4.541.838 e 6.578.539,
presentes no Anexo 02, em conformidade com a Resolugéo 466/2021 do Conselho Nacional de

Saude.
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As mulheres participantes da pesquisa tomaram informacédo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

2.1.7.7 Recurso

Para a realizagdo do estudo, prevé-se a utilizagcdo dos seguintes recursos, apresentados
no Quadro 01.

Quadro 01 — Recursos Utilizados

Itens Quantidade Valor Unitario (R$) | Custo Total (R$)
Folhas de Papel A4 )
) 300 unidades 0,20 60,00
(impressoes)
PCR 300 unidades 18,00 5.400,00
Materiais para _
300 laminas 1,50 450,00
Coloracéo de Gram
Total 5.910,00

Fonte: o autor, 2023.

O custeio das despesas sera feito por recursos provindos do edital n. 459/GR/UFFS/2019
“fomento a pesquisa com énfase no fortalecimento dos programas de pos-graduagéo stricto
sensu da UFFS”. Os equipamentos utilizados para a analise molecular e citologica pertencem a

prépria Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Passo Fundo.

2.1.7.8 Cronograma
Realizacédo do Estudo: 04/03/2024 a 30/11/2024.
Reviséo de Literatura: 04/03/2024 a 31/10/2024.

Coleta dos Dados e Processamento Laboratorial: 04/03/2024 a 13/07/2024.



Andlise Estatistica dos Dados Obtidos: 05/08/2024 a 20/09/2024.

Escrita e Divulgagéo dos Resultados: 20/09/2024 a 30/11/2024.
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ANEXO 01 — Questionério aplicado as pacientes
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“Citologia cérvico-vaginal em meio liquido & detecgio de Papiloma Virus Humano (HPV), infeceles sexualments transmissiveis (15Ts) e
alterac3o de microbiota vaginal em mulheres atendidas no Sistema Unico de Salde”
Instrumento: Questionario a ser aplicado via entrevista direta com as pacientes na consulta.

QUESTOES DE IDENTIFICACAO E SOCIODEMOGRAFICAS
MQUES ____

Mome do entrevistador

Data

Qual & o seu nome completo?

Voce tem telefone para contato? SE NAD, PERGUNTE SOBRE TELEFONE PARA RECADO E ANOTE DE

QUEM E
Qual é a sua idade? __ _ ANOS COMPLETOS IDADE__
Vocé se considera de que ragalcor?
(1) Branca (2) Preta (3) Parda (4)Indigena (5) Amarela RACA
Vocé sabe ler e escrever? LER__

(0) Mo

(1) S0 assina o0 nome

(2) Sim. Quantos anos de estudo, completos & com aprovagio, vocé tem? __ __ anos ESCOLA__
Em relagio a situagio conjugal, voce: COMPAN__
(0) W&o tem companheiro
(1) Tem companheiro. Ha quanto tempo esta com o companheiro atual? (EM TEMPCO __
MESES)
Mo total, quantas pessoas, incluindo vocé, moram na sua casa?__ MORA__
Vocé exerce atividade remunerada? TRAB___
(0) Mao/Aposentado/Pensionista TIPOT __
(1) SIM/Em beneficio. Trabalha em qué?
Qual a renda total das pessoas que moram na sua casa, incluindo vocé? RENDA _ _ _ _ _ _
Jual sua religiao? {0} nao tem RELI
Vocé mora em Passo Fundo? RESID
(1) Sim. Qual o bairro? BAIRRO __
(2) M&o. Qual cidade? CIDADE _

QUESTOES SOBRE HABITOS DE VIDA E DE SAUDE

(1) Sim. Qual?

Vocé sabe seu peso? Kg (0) Mao sei PESO __
Voce sabe sua altura? metroz (0} M3o sei ALTURA _,
Vocé fuma? FUMA__
(1} Sim (2) Naolex-fumante
Voce tem o costume de consumir bebida alcoolica? AS VEZES/DE VEZ EM QUANDO, BEBE__
CONSIDERE “SIM"
(1) Sim (2) Ndo
Qual foi a idade da sua primeira menstruagao? (00) ndo lembra IDMENST__ __
Qual foi a idade da sua primeira relagao sexual? {D0) no lembra IDSEX __
Vocé & sexualmente ativo? ATIVO
(0) Mo
(1) Sim.
Quantos parceiros sexuais voceé teve nos dltimos 12 meses? PARCE__
Vocé tem o habito de usar preservativo/camisinha? PRESERVA__
(1) Sim, sempre (2} 5im, algumas vezes (3) W&o,
Vocé usa algum método para evitar a gravidez?
(D) M&o CONTRA___
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Alguma vez na vida voceé fez exame ginecologico preventivo? PREY____
(0} N3o. Por que vocé ndo fez o exame ginecologico preventivo? PONPREWY___
(1) Sim
Quando fez seu Oltimo exame ginecologico preventivo? HA MESES DATAFPREY
(00) mais de 3 anos
Qual foi o resultado do seu Gltimo exame ginecoldgico preventivo? ULTPREY__
(1) Nomal (2] Alterado (3) infeccdo (4} nunca fez/ndo lembra
Voce ja engravidou? GRAVIDA___
(1) Sim
Quantas vezes ficou gravida? __ NGRAVI __
Gual foi a idade da primeira gravidez? ___ anos IGRAV__
Vocé tem filhos? FILHO
{0) Néo. QFILHO__
(1) Sim. Quantos? ____ filhos
Vocé fez parto normal? NORMAL___
(0) Ndo QNORM__ _
(1) Sim. Quantos? __
Vocé fez parto cesareo? CESAR ___
(0) Ndo QCESAR__
(1) Sim. Quantos? __
Teve alguma complicag 3o nas gestagbes anteriores? COMPLIC __
(0} Néo COMPANT __
(1) Sim. Gual
(2) M&o
Ja tentou engravidar e ndo conseguin? CONS
{0) Mo
(1) Sim. Por quanto tempo tentou? (EM MESES) QCOMS __
Sabe por que ndo conseguiu engravidar? SABE__
(0) N&o
(1) Sim. Por qué? PQMNCOMNS
Alguma vez algum médico lhe disse que vocé teve:
*Vaginose bacteriana? (1) Sim (2) Nao! Nao sabe/no lembra VB___
+ Candidiase? (1) Sim (2) Ndof Ndo sabe/ndo lembra CAMDIDA____
» HPV — Papilomavirus Humano? (1) Sim  (2) N3o/ Ndo sabe/ndo lembra HPY ___
* Sifilis? (1) Sim  (2) Ndof N&o sabeindo lembra SIFILIS___
» Alguma outra infecgio genital (1) Sim  (2) Ndo/ No sabe/ndo lembra OUTRAINFEC__
SE SIM, QUAL? QUALINF __
* Diabetes? (1) Sim  (2) N&o/ Nio sabeindo lembra DM __
* Pressao Alta (1) Sim  (2Z) Naof N&o sabe/ndo lembra HAS ___
* Cancer? (1) Sim  (2) N&of Mo sabe/ndo lembra CANCER ___
* 5E S5iM, em gue local do corpo? LCAN _ _
Vocé tomou a vacina para HPV? VACIN
(1) Sim
(2) Mao. Por qué? PQMNWAC
Qual foi o dia da ditima relagio com o parceiro? Ha dias ULTREL

Fez uso de antibidtico nos dltimos 40 dias?
(1) Sim
{2} N3o.
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TRATAMENTO

Cueixas:

Leucorréia (“corrimento™):  {0) N3o {1) Sim QLEUCOR__
Tempo: (1) até Tdias (2) 08-30dias  (3) + 30 dias  (4) N30 =abe QTEMPO __
Intensidade: (1) pouce  (2) moderado  (3) muits  (4) N&o sabe QINTEN __
Aspecto: (1) fluido  (2) pastoso  (3) ndo sabe QASPEC
Cor: (1) branco (2) amarglo  (3) esverdeado  (4) nfo sabe QCOR__

Odor: (0} Ndo (1) Sim QODOR__

Dor: (0) Nao (1) Sim DOR

Amenorréia: (1) Sim (2) Mo AMEN

Dispareunia: (1) Sim (2) N&o DISPAR

Prurido (1) Sim {2) Nao PRURIDOD

Qutra queixa: (1) Sim (2) Mdoc  Qual? OUTRA _

QOUTRA _

Exame clinico:

Leucorréia: (0] Nao (1) Sim FELEUCOR__
Intensidade: (1) pouco (2) moderado  (3) muito  (4) Mio sabe EINTEN __
Aspecte: (1) fluide  (2) pastose  (3) ndo sabe EASPEC_
Cor: {1) branco (2) amarelo (3) esverdeado (4) ndo sabe ECOR__

Odor (D) Mao (1) Sim EQODOR__

Vulvite (0} Ndo (1) Sim EVULY__

Endocervicite (0) Mo (1) Sim ENDOC__

Ectopia {0) Nao (1) Sim ECTO

Lesdo {0) Hao (1) S5im ELESO

Outros EQUTRO__

Exames clinicos:

Whiff test: (1) positive  (2) negativo  (2) ndo realizado WHIFF ___

Teste de SchillerTeste com Lugol: (1) positivo (2) negative (3) ndo realizado LUGOL

Teste pH vaginal: (1)30a40 (2)40a50 (3)1=50 (4) ndo realizado PH__

RESULTADDS DOS TESTES

Exame citopatoldgico convencional (SUS-SISCAM): CITOSUS

Exame citopatologico meio liquide: CITOLIQ_

PCR para HPV: (1) positivo (2) negativo HPV

Tipagem de HPYV- (1716 (2)18 (3)&M11  (4) outro HRVTPE

PCR Tempa real: (1) positivo (2) negativo RTHPYV

Tipagem de HPY tempo REAL: RTIPO

Exame da microhicta vaginal {Gram):

Flora 1 (D) Méo (1) Sim FLORAT __
Flora2 (0) M&o (1) Sim FLORAZ __
Vaginose Bacteriana 7e 8  (0) Mao (1) Sim VBTS
YVaginose Bacteriana 9 e 10 {0) N&o (1) Sim VB910__
Candidiase (0) N&o (1) Sim CAND__
“aginose citolitica (D) M&o (1) Sim WC__
“aginite aerdbia (D) Mo (1) Sim VA
Flora 1+PMM (D) M&o (1) Sim FIPMMN __
Cutro QUTROG__
PCR para Chlamydia trachomatis (1) positivo (2) negativo CHLA
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Tratamento

RETORNO

DATA DO RETORNO: DATAR
Queixas: I R
Leucorréia (“corrimento”):  (0) Nao (1) Sim
Tempo: (1) até 7 dias  (2)08-30dias  (3) + 30 dias  (4) Mio =abe QLEUCOR2_
Intensidade: (1) pouco  (2) moderado  (3) muite  (4) Ndo sabe QTEMPO2 __
Agpecto: (1) fluido  (2) pastoso  (3) ndo sabe QINTENZ2 __
Cor: (1)branco (2)amarelo  (3) esverdeado  (4) ndo sabe QASPEC2___
Odor: (0) Néo (1) Sim QCOR2__
Dor: (0) M&o (1) Sim QODOR2___
Amenorréia: (1) Sim (2) Nao DORZ
Digpareunia: (1) Sim (2) Nao AMEMZ2___
Prurido (1) 5im (2) N&o DISPARZ
Qutra queixa: (1) Sim (2) Mas  Qual? PRURIDOZ2___
OUTRAZ
Exame clinico: QOUTRAZ
Leucomréia:  (0) Nao (1) Sim
Intensidade: (1) pouco (2) moderado  (3) muito  (4) Ndo sabe ELEUCOR2
Agpecto: (1) fluide (2) pastose  (3) ndo sabe EINTENZ __
Cor: (1) brance (2) amarslo (3) esverdeado (4) ndo sabe EASPEC2___
Odor (D) Mo (1) Sim ECOR2__
Vulvite {0) W&o (1) Sim EODOR2_
Endocervicite (0) Mo (1) Sim EVULY2
Ectopia {01 Néo (1) Sim ENDOCZ2__
Lesao (0) N&o (1) Sim ECTOZ__
Outros ELESO2
EOUTROZ__

Exames clinicos:
Whiff test: (1) positive  (2) negative  (3) ndo realizado

Teste de SchillerTeste com Lugaol: (1) positiva (2) negative (3) ndo realizado WHIFF2 ___
Teste pH vaginal: ({(1)30a40 (2)40a50 (3)=50 (4) ndo realizado LUGoL2
PHZ___
Exame da microbicta vaginal {Gram):
Flora 1 (0) M&o (1) Sim FLORA12
Flora2 {0) N&o (1) Sim FLORA2Z
“Yaginose Bacteriana 7e 8 (D) Néo (1) Sim WBTEZ2
Yaginose Bacteriana 92 10  {0) N&o (1) Sim WB9102__
Candidiase  {0) Mao (1) Sim CANDZ2__
Yaginose citolitica (D) N&o (1) Sim WCI__
Yaginite asrobia (D) M&o (1) Sim WAZ
Flora 1+PMM (D) M&o (1) Sim FIPMMNZ _
Outro QUTROG2

TRATAMENTO 2

Tratamento 2
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ANEXO 02 — Pareceres Consubstanciados do CEP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Citologia cérvico-vaginal em meio liquido e diagnéstico molecular de Papiloma Virus
Humano (HPV) e infec¢bes sexualmente transmissiveis (ISTs) em mulheres em
atendidas na Rede Basica de Saude.

Pesquisador: GUSTAVO OLSZANSKI ACRANI

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 17632919.0.0000.5564

Instituigdao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.736.932

Apresentacao do Projeto:
O projeto trata de reapresentagdo de protocolo de pesquisa em que haviam permanecido pendéncias éticas
de acordo com o parecer n® 3.501.252.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Determinar a prevaléncia de alteragbes em exames citolégicos de colo de utero, bem como sua relagdo com
a infecgdo pelo Papiloma Virus Humano

(HPV) e outras ISTs em mulheres em idade reprodutiva e implementar um método diagnéstico molecular
para HPV acessivel as mulheres atendidas

na Rede Basica de Saude.

Objetivo Secundario:

Determinar a frequéncia de alteragdes patolégicas em exames citolégicos em mulheres em idade
reprodutiva no municipio de Passo Fundo, RS.

Determinar os fatores sociais, demograficos e de saude associados as pacientes com alteragdes citolégicas.
Demonstrar a importancia do meio

liquido na preservacdo de amostras celulares para testes adicionais com sensibilidade adequada para
deteccdo de HPV e outras ISTs, como os

testes de PCR convencional e PCR em Tempo, uma vez que o Sistema Unico de Satde nao

Enderego: Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar

Bairro: Area Rural CEP: 89.815-899
UF: SC Municipio: CHAPECO
Telefone: (49)2049-3745 E-mail: cep uffs@uffs.edu.br
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Continuagéo do Parecer: 3.736.932

disponibiliza estas técnicas para a populagéo atendida

dentro do sistema.Padronizar ensaios de PCR convencional e em Tempo Real com sensibilidade adequada
para detecgcdo de HPV em amostras

provenientes de exame citolégico em meio liquido e demonstrar que a detectagédo do material genético viral
pode ser uma técnica acessivel para

triagem da populagdo.Detectar o material genético viral dos sorotipos mais importantes do virus: HPVs 16 e
18 (alto risco para cancer de colo de

utero) e HPVs 6 e 11 (baixo risco) por PCR convencional e Tempo Real.Avaliar a correlagdo entre exames
citopatoldgicos alterados e presencga de

HPV detectado por PCR convencional e Tempo Real. Detectar por método molecular (PCR) os
microrganismos comumente associados a flora

vaginal, assim como os potenciais patégenos associados a vaginose bacteriana isolados no exame
citolégico. Estimar a frequéncia dos diferentes

sorotipos de HPV na populagéo estudada. Identificar os fatores sociodemograficos e clinicos associados ao
diagnéstico positivo de HPV e de exame

citolégico alterado.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos deste projeto estdo relacionados a coleta para o exame citolégico, envolvendo possivel
desconforto, tontura, mal-estar e constrangimento.

Para minimizar estes riscos o procedimento de coleta sera realizado por profissionais capacitados, em
ambiente reservado e sem a presenca de

demais pessoas, permitindo a assisténcia necessaria durante e apés o procedimento. Se eventualmente os
riscos se concretizarem, por exemplo,

nos casos de desconforto, tonturas ou mal-estar a paciente sera posicionada deitada em uma maca e sera
procedida a afericdo de pressao arterial e

acompanhamento até normalizagéo, caso o mal-estar persista a paciente sera encaminhada a assisténcia
médica. Referente a aplicagdo do

questionario, para evitar constrangimentos, estes serdo executados por profissionais da area da saude,
sendo comunicado a paciente que esta

podera se abster de responder as perguntas. A entrevista sera realizada em sala isolada, minimizando os
riscos de constrangimento. Ademais, os

riscos deste projeto envolvem a divulgacado de dados de identificagdo das pacientes. Para
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minimizar os riscos de quebra de sigilo os nomes e

numeros de documentos de identidade das pacientes ndo serdo divulgados em nenhum documento. Nomes
e variaveis referentes a cada paciente

serao substituidos por nimeros no momento da divulgacdo dos resultados da pesquisa, de forma a néo
divulgar qualquer informacéao referente a

amostra, que possa identificar os participantes. O arquivo contendo a planilha geral com os dados sera
manipulado em um unico computador de uso

pessoal e de responsabilidade da equipe de pesquisa. No caso de os riscos se concretizarem o estudo sera
interrompido.

Beneficios:

Como beneficios podemos relatar que o diagnéstico especifico de presenga de HPV e o laudo do exame
citolégico &€ um importante exame

preventivo de cancer de colo do utero. A paciente incluida no estudo sera informada especificamente em
relacdo ao exato virus que a infecta, o que

permitira ao médico um melhor tratamento, aliviando de maneira mais eficiente os sintomas deste paciente.
Ademais, a pesquisa trara como

beneficio indireto aos participantes, avaliar a frequéncia de exames citopatoldgicos alterados, bem como sua
relacdo com as infecgdes pelo

Papiloma Virus Humano, com as neoplasias de colo uterino e sua distribuicdo no municipio de Passo
Fundo, RS. Dessa forma, sera possivel

planejar e executar medidas de promocao e prevencao de saude que mudem a incidéncia e o prognéstico
da doenca, de modo que todas as

pacientes possuam uma melhor qualidade de vida.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores realizaram as adequacgdes éticas, conforme apresentado em carta de pendéncias
anexada na Plataforma Brasil, bem como realizaram as alteragées nos espagos da PB.
Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Folha de rosto nova esta adequada

TCUDA esta adequado

TCLE novo esta adequado

Termo de Ciéncia da Instituicdo esta adequado.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
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N&o ha impedimentos éticos.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador(a)

A partir desse momento o CEP passa a ser corresponsavel, em termos éticos, do seu projeto de pesquisa —
vide artigo X.3.9. da Resolugéo 466 de 12/12/2012.

Fique atento(a) para as suas obrigag¢des junto a este CEP ao longo da realizagéo da sua pesquisa. Tenha
em mente a Resolugao CNS 466 de 12/12/2012, a Norma Operacional CNS 001/2013 e o Capitulo Ill da
Resolugédo CNS 251/1997. A pagina do CEP/UFFS apresenta alguns pontos no documento “Deveres do
Pesquisador”.

Lembre-se que:

1. No prazo maximo de 6 meses, a contar da emissao deste parecer consubstanciado, devera ser enviado
um relatério parcial a este CEP (via NOTIFICACAO, na Plataforma Brasil) referindo em que fase do projeto a
pesquisa se encontra. Veja modelo na pagina do CEP/UFFS. Um novo relatério parcial devera ser enviado
a cada 6 meses, até que seja enviado o relatério final.

2. Qualquer alteragao que ocorra no decorrer da execugdo do seu projeto e que ndo tenha sido prevista
deve ser imediatamente comunicada ao CEP por meio de EMENDA, na Plataforma Brasil. O ndo
cumprimento desta determinagcdo acarretara na suspensdo ética do seu projeto.

3. Ao final da pesquisa devera ser encaminhado o relatério final por meio de NOTIFICACAO, na Plataforma
Brasil. Devera ser anexado comprovacgao de publicizagdo dos resultados. Veja modelo na pagina do
CEP/UFFS.

Em caso de duvida:

Contate o CEP/UFFS: (49) 2049-3745 (8:00 as 12:00 e 14:00 as 17:00) ou cep.uffs@uffs.edu.br;

Contate a Plataforma Brasil pelo telefone 136, opcédo 8 e opgao 9, solicitando ao atendente suporte
Plataforma Brasil das 08h as 20h, de segunda a sexta;

Contate a “central de suporte” da Plataforma Brasil, clicando no icone no canto superior direito da pagina
eletrénica da Plataforma Brasil. O atendimento é online.

Boa pesquisa!

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacédo

Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/11/2019 Aceito

do Projeto ROJETO_1395936.pdf 20:45:36

Outros termo_ciencia_hsvp.pdf 27/11/2019 | GUSTAVO Aceito
20:45:13 | OLSZANSKI ACRANI

Outros TCUD.pdf 19/11/2019 | GUSTAVO Aceito
16:16:29 | OLSZANSKI ACRANI

Outros carta_resposta.pdf 14/11/2019 |GUSTAVO Aceito
15:20:25 | OLSZANSKI ACRANI

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 14/11/2019 | GUSTAVO Aceito

Assentimento / 15:19:54 | OLSZANSKI ACRANI

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |projeto_completo_novo.pdf 14/11/2019 | GUSTAVO Aceito

Brochura 15:19:36 | OLSZANSKI ACRANI

Investigador

Folha de Rosto folha_rosto_nova.pdf 14/11/2019 |GUSTAVO Aceito

15:18:53 | OLSZANSKIACRANI

19:55:10 | OLSZANSKI ACRANI

Outros ficha_rotina.pdf 10/07/2019 |GUSTAVO Aceito

19:54:45 | OLSZANSKI ACRANI

Outros Instrumento_coleta.pdf 10/07/2019 |GUSTAVO Aceito

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

CHAPECO, 30 de Novembro de 2019

Assinado por:

Fabiane de Andrade Leite
(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Citologia cérvico-vaginal em meio liquido e diagnéstico molecular de Papiloma Virus
Humano (HPV) e infec¢cdes sexualmente transmissiveis (ISTs) em mulheres em
atendidas na Rede Basica de Saude.

Pesquisador: GUSTAVO OLSZANSKI ACRANI

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 17632919.0.0000.5564

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.541.838

Apresentagao do Projeto:

Trata de encaminhamento de emenda ao projeto de pesquisa em que o pesquisador justifica:

Solicito a inclusdo de coletas no Ambulatério do SUS do Hospital Sdo Vicente de Paulo (HSVP), mesma
instituicdo ligada ao Ambulatério de Ginecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), no qual
as coletas ja estdo em andamento. Justifica-se a emenda uma vez que houve diminui¢do do fluxo de
pacientes devido a pandemia do Sars-CoV-2, a fim de aumentar o numero de amostra (n) e atingir oso
bjetivos propostos pelo estudo. Dessa forma, nenhuma abordagem adicional quanto a coleta de dados
clinicos, citopatolégicos ou mudancga/adicdo de outros pontos na metodologia serdo necessarios. Alémd
isso, solicito inclusdo dos seguintes participantes: FABRICIO PERIN (CPF: 815.208.320.87) discente do
Curso de Mestrado em Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Fronteira Sul; MARIA
EDUARDALEMES MORA (CPF: 084.276.289-27), discente do Curso de Medicina, Universidade Federal da
Fronteira Sul, Campus Passo Fundo; PATRICIA MARCOLIN (CPF: 029.580.890-02), discente do Curso de
Medicina,Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Passo Fundo. Salienta-se que a autorizacao do
local de coleta de dados ja consta nos documentos enviados originalmente ao CEP (nome do
arquivo:termo_ciencia_HSVP). As alteracdes estdo destacadas em amarelo no projeto completo

(arquivo:Projeto_Microbiota_Emenda) e nos respectivos campos da Plataforma Brasil

Endereco: Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar

Bairro: Area Rural CEP: 89.815-899
UF: SC Municipio: CHAPECO
Telefone: (49)2049-3745 E-mail: cep.uffs@uffs.edu.br

Pagina 01 de 05

43



)) UNIVERSIDADE FEDERAL DA £ % Platoforma
s FRONTEIRA SUL - UFFS %M

Continuacgéo do Parecer: 4.541.838

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:Determinar a prevaléncia de alteragdes em exames citolégicos de colo de Utero, bem
como sua relagdo com a infecgdo pelo Papiloma Virus Humano(HPV) e outras ISTs em mulheres em idade
reprodutiva e implementar um método diagnéstico molecular para HPV acessivel as mulheres atendidas na
Rede Basica de Saude.Objetivo Secundario:Determinar a frequéncia de alteragdes patolégicas em exames
citolégicos em mulheres em idade reprodutiva no municipio de Passo Fundo, RS.Determinar os fatores
sociais, demograficos e de saude associados as pacientes com alteragcdes citolégicas. Demonstrar a
importancia do meio liquido na preservacao de amostras celulares para testes adicionais com sensibilidade
adequada para detecgdo de HPV e outras ISTs, como ostestes de PCR convencional e PCR em Tempo,
uma vez que o Sistema Unico de Satide n&o disponibiliza estas técnicas para a populagdo atendida dentro
do sistema.Padronizar ensaios de PCR convencional e em Tempo Real com sensibilidade adequada para
deteccdo de HPV em amostras provenientes de exame citolégico em meio liquido e demonstrar que a
detectagdo do material genético viral pode ser uma técnica acessivel paratriagem da populacédo.Detectar o
material genético viral dos sorotipos mais importantes do virus: HPVs 16 e 18 (alto risco para cancer de colo
deutero) e HPVs 6 e 11 (baixo risco) por PCR convencional e Tempo Real.Avaliar a correlagdao entre
exames citopatoldgicos alterados e presenca deHPV detectado por PCR convencional e Tempo Real.
Detectar por método molecular (PCR) os microrganismos comumente associados a floravaginal, assim
como os potenciais patdégenos associados a vaginose bacteriana isolados no exame citolégico. Estimar a
frequéncia dos diferentessorotipos de HPV na populagdo estudada. Identificar os fatores sociodemograficos
e clinicos associados ao diagndstico positivo de HPV e de examecitoldgico alterado.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:Os riscos deste projeto estédo relacionados a coleta para o exame citolégico, envolvendo possivel
desconforto, tontura, mal-estar e constrangimento.Para minimizar estes riscos o procedimento de coleta
sera realizado por profissionais capacitados, em ambiente reservado e sem a presenca de demais pessoas,
permitindo a assisténcia necessaria durante e apés o procedimento. Se eventualmente os riscos se
concretizarem, por exemplo,nos casos de desconforto, tonturas ou mal-estar a paciente sera posicionada
deitada em uma maca e sera procedida a afericao de pressao arterial e acompanhamento até normalizacao,
caso o mal-estar persista a paciente sera encaminhada a assisténcia médica. Referente a aplicagéo do
questionario, para evitar constrangimentos, estes serdo executados por profissionais da area da saude,
sendo comunicado a paciente que esta podera se abster de responder as perguntas. A entrevista sera
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realizada em sala isolada, minimizando os riscos de constrangimento. Ademais, os riscos deste projeto
envolvem a divulgacédo de dados de identificagcdo das pacientes. Para minimizar os riscos de quebra de
sigilo os nomes e numeros de documentos de identidade das pacientes ndo serdo divulgados em nenhum
documento. Nomes e variaveis referentes a cada paciente serdo substituidos por nimeros no momento da
divulgacao dos resultados da pesquisa, de forma a ndo divulgar qualquer informagéo referente a amostra,
que possa identificar os participantes. O arquivo contendo a planilha geral com os dados sera manipulado
em um unico computador de uso pessoal e de responsabilidade da equipe de pesquisa. No caso de os
riscos se concretizarem o estudo sera interrompido.Beneficios:Como beneficios podemos relatar que o
diagnéstico especifico de presenca de HPV e o laudo do exame citolégico € um importante exame
preventivo de cancer de colo do Utero. A paciente incluida no estudo sera informada especificamente em
relacdo ao exato virus que a infecta, o que permitira ao médico um melhor tratamento, aliviando de maneira
mais eficiente os sintomas deste paciente. Ademais, a pesquisa trara como beneficio indireto aos
participantes, avaliar a frequéncia de exames citopatoldgicos alterados, bem como sua relagdo com as
infecgdes pelo Papiloma Virus Humano, com as neoplasias de colo uterino e sua distribuicdo no municipio
de Passo Fundo, RS. Dessa forma, sera possivel planejar e executar medidas de promogéao e prevengéo de
saude que mudem a incidéncia e o progndstico da doenga, de modo que todas as pacientes possuam uma
melhor qualidade de vida.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O pesquisador justifica a necessidade de incluir coletas de dados no Ambulatério do SUS do HSVP
considerando a reduzida participagdo no periodo da pandemia.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Adequados

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

A emenda esta aprovada

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador(a)

A emenda esta aprovada.

Fique atento(a) para as suas obrigacdes junto a este CEP ao longo da realizagéo da sua pesquisa. Tenha
em mente a Resolugdo CNS 466 de 12/12/2012, a Norma Operacional CNS 001/2013 e o Capitulo Ill da
Resolucdo CNS 251/1997. A pagina do CEP/UFFS apresenta alguns pontos no documento “Deveres do
Pesquisador”.
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Lembre-se que:

1. No prazo maximo de 6 meses, a contar da emissdo deste parecer consubstanciado, devera ser enviado
um relatério parcial a este CEP (via NOTIFICACAO, na Plataforma Brasil) referindo em que fase do projeto a
pesquisa se encontra. Veja modelo na pagina do CEP/UFFS. Um novo relatério parcial devera ser enviado
a cada 6 meses, até que seja enviado o relatério final.

2. Qualquer alteracao que ocorra no decorrer da execucgao do seu projeto e que nao tenha sido prevista
deve ser imediatamente comunicada ao CEP por meio de EMENDA, na Plataforma Brasil. O ndo
cumprimento desta determinacdo acarretara na suspensao ética do seu projeto.

3. Ao final da pesquisa devera ser encaminhado o relatério final por meio de NOTIFICACAO, na Plataforma
Brasil. Devera ser anexado comprovagéao de publicizacdo dos resultados. Veja modelo na pagina do
CEP/UFFS.

Em caso de duvida:

Contate o CEP/UFFS: (49) 2049-3745 (8:00 as 12:00 e 14:00 as 17:00) ou cep.uffs@uffs.edu.br;

Contate a Plataforma Brasil pelo telefone 136, opcédo 8 e opgdo 9, solicitando ao atendente suporte
Plataforma Brasil das 08h as 20h, de segunda a sexta;

Contate a “central de suporte” da Plataforma Brasil, clicando no icone no canto superior direito da pagina
eletrénica da Plataforma Brasil. O atendimento é online.

Boa pesquisa!

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_170265| 12/02/2021 Aceito
do Projeto 1 E1.pdf 16:30:29
Projeto Detalhado / |Projeto_Microbiota_Emenda.docx 12/02/2021 | GUSTAVO Aceito
Brochura 16:29:28 | OLSZANSKI ACRANI

|Investigador
Outros termo_ciencia_hsvp.pdf 27/11/2019 |GUSTAVO Aceito
20:45:13 | OLSZANSKI ACRANI
Outros TCUD.pdf 19/11/2019 | GUSTAVO Aceito
16:16:29 | OLSZANSKI ACRANI
Outros carta_resposta.pdf 14/11/2019 | GUSTAVO Aceito
15:20:25 | OLSZANSKI ACRANI
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TCLE / Termos de | TCLE.pdf 14/11/2019 |GUSTAVO Aceito

Assentimento / 15:19:54 | OLSZANSKI ACRANI

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | projeto_completo_novo.pdf 14/11/2019 | GUSTAVO Aceito

Brochura 15:19:36 | OLSZANSKI ACRANI

LInvestigador

Folha de Rosto folha_rosto_nova.pdf 14/11/2019 |GUSTAVO Aceito
15:18:53 | OLSZANSKI ACRANI

Outros ficha_rotina.pdf 10/07/2019 | GUSTAVO Aceito
19:55:10 | OLSZANSKI ACRANI

Outros Instrumento_coleta.pdf 10/07/2019 | GUSTAVO Aceito
19:54:45 | OLSZANSKI ACRANI

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Area Rural
UF: SC

Telefone:

Municipio:
(49)2049-3745

CHAPECO, 15 de Fevereiro de 2021

Assinado por:
Fabiane de Andrade Leite

(Coordenador(a))

CEP: 89.815-899

CHAPECO

E-mail:

Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar

cep.uffs@uffs.edu.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Citologia cérvico-vaginal em meio liquido e diagnéstico molecular de Papiloma Virus
Humano (HPV) e infecgdes sexualmente transmissiveis (ISTs) em mulheres em
atendidas na Rede Basica de Saude.

Pesquisador: GUSTAVO OLSZANSKI| ACRANI

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 17632919.0.0000.5564

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.578.539

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de submiss@o de emenda ao protocolo de pesquisa intitulado "Citologia cérvico-vaginal em meio
liquido e diagndstico molecular de Papiloma Virus Humano (HPV) e infecgbes sexualmente transmissiveis
(ISTs) em mulheres em atendidas na Rede Basica de Saude." para o qual o pesquisador responsavel
encaminhou a seguinte justificativa de emenda:

"Prezado(a) Coordenador(a), Solicito emenda ao projeto supracitado, a qual propde a ampliagdo do periodo
de recrutamento de participantes, entrevistas e coleta de material biolégico para até novembro de 2025,
prazo anteriormente previsto para ser executado até novembro de 2021. A justificativa € de que o n proposto
néao foi atingido, devido ao periodo pandémico. Dessa forma, nenhuma abordagem adicional quanto a coleta
de dados clinicos ou coleta adicional de material biolégico serdo necessarias. As alteragdes sao detalhadas
abaixo, assim como na versdo com as referidas alteragdes destacadas em amarelo (arquivo:
Projeto_Microbiota_emenda_2) e nos respectivos campos da Plataforma Brasil. 1. Listar cada uma das
solicitagdes e a respectiva justificativa. 1.1. Inclusdo de pesquisador: GIOVANA PAULA BONFANTTI
DONATO (CPF: 468.280.100-78). Justificativa: A docente € uma das responsaveis pelo Ambulatério de
Ginecologia e participara da coleta das amostras a serem incluidas no projeto. 1.2. Alteragédo do texto no

campo “Desenho”: Local e periodo: O estudo sera realizado na cidade de Passo Fundo, RS,
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entre 01 de dezembro de 2019 e 30 de dezembro de 2025. 1.3. Resumo: alteragéo do periodo de execugéo
do estudo. 1.4. Bibliografia na introdugéo: ndo alterada 1.4. Tema/problemas/Hipétese e objetivos: ndo
alterados 1.5. Campo “Metodologia Proposta”. nao alterados 1.6. Metodologia de analise de dados: nao
alterada 1.7. Cronograma de execugéo: Devido a proposi¢ao de ampliagéo do periodo de

coleta, propde-se um novo cronograma de desenvolvimento do projeto: Analise dos dados 01/05/2020 até
01/10/2025 Exames de laboratério 01/04/2020 até 01/05/2025 Incluséo de pacientes, aplicagéo de
questionarios e coleta de material biolégico 01/03/2020 até 01/10/2025 Relatério final para o CEP
01/12/2025"

Objetivo da Pesquisa:

Transcrigao dos objetivos:

"Objetivo Primario:

Determinar a prevaléncia de alteragbes em exames citolégicos de colo de utero, bem como sua relagdo com
a infecgéo pelo Papiloma Virus Humano

(HPV) e outras ISTs em mulheres em idade reprodutiva e implementar um método diagnéstico molecular
para HPV acessivel as mulheres atendidas

na Rede Basica de Saude.

Objetivo Secundario:

Determinar a frequéncia de alteragdes patoldégicas em exames citolégicos em mulheres em idade
reprodutiva no municipio de Passo Fundo, RS.

Determinar os fatores sociais, demograficos e de saude associados as pacientes com alteragdes citolégicas.
Demonstrar a importancia do meio

liquido na preservacado de amostras celulares para testes adicionais com sensibilidade adequada para
detecgdo de HPV e outras ISTs, como os

testes de PCR convencional e PCR em Tempo, uma vez que o Sistema Unico de Satide néo disponibiliza
estas técnicas para a populagdo atendida

dentro do sistema.Padronizar ensaios de PCR convencional e em Tempo Real com sensibilidade adequada
para detecgé@o de HPV em amostras

provenientes de exame citolégico em meio liquido e demonstrar que a detectacdo do material genético viral
pode ser uma técnica acessivel para

triagem da populagéo.Detectar o material genético viral dos sorotipos mais importantes do virus: HPVs 16 e
18 (alto risco para cancer de colo de
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utero) e HPVs 6 e 11 (baixo risco) por PCR convencional e Tempo Real.Avaliar a correlagcdo entre exames
citopatolégicos alterados e presencga de

HPV detectado por PCR convencional e Tempo Real. Detectar por método molecular (PCR) os
microrganismos comumente associados a flora

vaginal, assim como os potenciais patégenos associados a vaginose bacteriana isolados no exame
citolégico. Estimar a frequéncia dos diferentes

sorotipos de HPV na populagdo estudada. Identificar os fatores sociodemogréaficos e clinicos associados ao
diagnéstico positivo de HPV e de exame

citologico alterado."

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Transcrigdo dos Riscos e Beneficios:

"Riscos:

Os riscos deste projeto estdo relacionados a coleta para o exame citolégico, envolvendo possivel
desconforto, tontura, mal-estar e constrangimento.

Para minimizar estes riscos o procedimento de coleta sera realizado por profissionais capacitados, em
ambiente reservado e sem a presenga de

demais pessoas, permitindo a assisténcia necessaria durante e apés o procedimento. Se eventualmente os
riscos se concretizarem, por exemplo,

nos casos de desconforto, tonturas ou mal-estar a paciente sera posicionada deitada em uma maca e sera
procedida a aferigdo de presséo arterial e

acompanhamento até normalizagdo, caso o mal-estar persista a paciente sera encaminhada & assisténcia
médica. Referente a aplicagdo do

questionario, para evitar constrangimentos, estes serdo executados por profissionais da area da saude,
sendo comunicado a paciente que esta

podera se abster de responder as perguntas. A entrevista sera realizada em sala isolada, minimizando os
riscos de constrangimento. Ademais, os

riscos deste projeto envolvem a divulgagédo de dados de identificagdo das pacientes. Para minimizar os
riscos de quebra de sigilo os nomes e

numeros de documentos de identidade das pacientes néo serdo divulgados em nenhum documento. Nomes
e variaveis referentes a cada paciente

serao substituidos por nimeros no momento da divulgagéo dos resultados da pesquisa, de forma a nédo
divulgar qualquer informacao referente a

amostra, que possa identificar os participantes. O arquivo contendo a planilha geral com os dados
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sera manipulado em um unico computador de uso

pessoal e de responsabilidade da equipe de pesquisa. No caso de os riscos se concretizarem o estudo sera
interrompido.

Beneficios:

Como beneficios podemos relatar que o diagnéstico especifico de presenga de HPV e o laudo do exame
citolégico € um importante exame

preventivo de cancer de colo do utero. A paciente incluida no estudo sera informada especificamente em
relagdo ao exato virus que a infecta, o que

permitira ao médico um melhor tratamento, aliviando de maneira mais eficiente os sintomas deste paciente.
Ademais, a pesquisa trara como

beneficio indireto aos participantes, avaliar a frequéncia de exames citopatoldgicos alterados, bem como sua
relagdo com as infecgdes pelo

Papiloma Virus Humano, com as neoplasias de colo uterino e sua distribuigdo no municipio de Passo
Fundo, RS. Dessa forma, sera possivel

planejar e executar medidas de promogéo e prevengéo de saide que mudem a incidéncia e o prognoéstico
da doenca, de modo que todas as

pacientes possuam uma melhor qualidade de vida."

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de submissdao de emenda ao protocolo de pesquisa intitulado "Citologia cérvico-vaginal em meio
liquido e diagnostico molecular de Papiloma Virus Humano (HPV) e infecgbes sexualmente transmissiveis
(ISTs) em mulheres em atendidas na Rede Basica de Saude." para o qual o pesquisador responsavel
encaminhou a seguinte justificativa de emenda:

"Prezado(a) Coordenador(a), Solicito emenda ao projeto supracitado, a qual propée a ampliagéo do periodo
de recrutamento de participantes, entrevistas e coleta de material biolégico para até novembro de 2025,
prazo anteriormente previsto para ser executado até novembro de 2021. A justificativa € de que o n proposto
nao foi atingido, devido ao periodo pandémico. Dessa forma, nenhuma abordagem adicional quanto a coleta
de dados clinicos ou coleta adicional de material biolégico serdo necessarias. As alteragdes sdo detalhadas
abaixo, assim como na versdo com as referidas alteragbes destacadas em amarelo (arquivo:
Projeto_Microbiota_emenda_2) e nos respectivos campos da Plataforma Brasil. 1. Listar cada uma das
solicitagdes e a respectiva justificativa. 1.1. Inclusdo de pesquisador: GIOVANA PAULA BONFANTTI
DONATO (CPF: 468.280.100-78). Justificativa: A docente € uma das responsaveis pelo Ambulatério de
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Ginecologia e participara da coleta das amostras a serem incluidas no projeto. 1.2. Alteragdo do texto no
campo “Desenho”: Local e periodo: O estudo sera realizado na cidade de Passo Fundo, RS, entre 01 de
dezembro de 2019 e 30 de dezembro de 2025. 1.3. Resumo: alterag&o do periodo de execugéo do estudo.
1.4. Bibliografia na introdug&o: néo alterada 1.4. Tema/problemas/Hipétese e objetivos: ndo alterados 1.5.
Campo “Metodologia Proposta”: ndo alterados 1.6. Metodologia de andlise de dados: ndo alterada 1.7.
Cronograma de execugao: Devido a proposicao de ampliagéo do periodo de

coleta, propde-se um novo cronograma de desenvolvimento do projeto: Analise dos dados 01/05/2020 até
01/10/2025 Exames de laboratério 01/04/2020 até 01/05/2025 Incluséo de pacientes, aplicagao de
questionarios e coleta de material biolégico 01/03/2020 até 01/10/2025 Relatério final para o CEP
01/12/2025"

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
O pesquisador responsavel anexou o projeto detalhado atualizado e a justificativa para submisséo da
emenda.

Recomendacgoes:

Sem recomendagdes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Emenda aprovada

Nao hé pendéncias e/ou inadequagdes éticas, baseando-se nas Resolugbes 466/2012 e 510/2016, do
Conselho Nacional de Saude, e demais normativas complementares. Logo, uma vez que foram procedidas
pelo/a pesquisador/a responsavel todas as corregdes apontadas pelo parecer consubstanciado, o Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul (CEP/UFFS) julga o
protocolo de pesquisa adequado para, a partir da data deste novo parecer consubstanciado, agora de
APROVACAO, iniciar as etapas de coleta de dados e/ou qualquer outra que pressuponha contato com os/as
participantes.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador(a)

A partir desse momento o CEP passa a ser corresponsavel, em termos éticos, do seu projeto de pesquisa —
vide artigo X.3.9. da Resolugéo 466 de 12/12/2012.

Fique atento(a) para as suas obrigacdes junto a este CEP ao longo da realizagéo da sua pesquisa.
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Tenha em mente a Resolugdo CNS 466 de 12/12/2012, a Norma Operacional CNS 001/2013 e o Capitulo Il
da Resolugao CNS 251/1997. A pagina do CEP/UFFS apresenta alguns pontos no documento “Deveres do
Pesquisador”.

Lembre-se que:

1. No prazo maximo de 6 meses, a contar da emissdo deste parecer consubstanciado, devera ser enviado
um relatério parcial a este CEP (via NOTIFICAGAO, na Plataforma Brasil) referindo em que fase do projeto a
pesquisa se encontra. Veja modelo na pagina do CEP/UFFS. Um novo relatério parcial devera ser enviado
a cada 6 meses, até que seja enviado o relatério final.

2. Qualquer alteragao que ocorra no decorrer da execugédo do seu projeto e que nédo tenha sido prevista
deve ser imediatamente comunicada ao CEP por meio de EMENDA, na Plataforma Brasil. O nao
cumprimento desta determinagdo acarretara na suspensédo ética do seu projeto.

3. Ao final da pesquisa devera ser encaminhado o relatério final por meio de NOTIFICAGAO, na Plataforma
Brasil. Devera ser anexado comprovagao de publicizagédo dos resultados. Veja modelo na pagina do
CEP/UFFS.

Em caso de duvida:

Contate o CEP/UFFS: (49) 2049-3745 (8:00 as 12:00 e 14:00 as 17:00) ou cep.uffs@uffs.edu.br;

Contate a Plataforma Brasil pelo telefone 136, opgdo 8 e opgao 9, solicitando ao atendente suporte
Plataforma Brasil das 08h as 20h, de segunda a sexta;

Contate a “central de suporte” da Plataforma Brasil, clicando no icone no canto superior direito da pagina
eletrénica da Plataforma Brasil. O atendimento é online.

Boa pesquisa!

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGCOES BASICAS 225956/ 04/12/2023 Aceito
do Projeto 3 E2.pdf 18:00:21
Outros Projeto_Microbiota_ Emenda_2.docx 04/12/2023 [GUSTAVO Aceito
17:59:23 [OLSZANSKI ACRANI

Outros Solicitacao_Emenda_2_Microbiota.doc 04/12/2023 [GUSTAVO Aceito
17:58:38 [OLSZANSKI ACRANI

Projeto Detalhado | Projeto_Microbiota_ Emenda.docx 12/02/2021 |GUSTAVO Aceito
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/ Brochura Projeto_Microbiota_ Emenda.docx 16:29:28 | OLSZANSKI ACRANI Aceito

Investigador

Outros termo_ciencia_hsvp.pdf 27/11/2019 |GUSTAVO Aceito
20:45:13 |OLSZANSKI ACRANI

Outros TCUD.pdf 19/11/2019 |GUSTAVO Aceito
16:16:29 | OLSZANSKI ACRANI

Outros carta_resposta.pdf 14/11/2019 |GUSTAVO Aceito
15:20:25 | OLSZANSKI ACRANI

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 14/11/2019 |GUSTAVO Aceito

Assentimento / 15:19:54 | OLSZANSKI ACRANI

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |projeto_completo_novo.pdf 14/11/2019 |GUSTAVO Aceito

Brochura 15:19:36 |OLSZANSKI ACRANI

Investigador

Folha de Rosto folha_rosto_nova.pdf 14/11/2019 |GUSTAVO Aceito
15:18:53 | OLSZANSKI ACRANI

Outros ficha_rotina.pdf 10/07/2019 |GUSTAVO Aceito
19:55:10 |OLSZANSKI ACRANI

Outros Instrumento_coleta.pdf 10/07/2019 |GUSTAVO Aceito
19:54:45 | OLSZANSKI ACRANI

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

CHAPECO, 14 de Dezembro de 2023
Assinado por:
Renata dos Santos Rabello
(Coordenador(a))
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2.2 RELATORIO DE PESQUISA

2.2.1 Apresentacao

O presente relatorio tem como objetivo descrever e detalhar pontos de pertinéncia sobre
o projeto intitulado “Identificagdo de Espécies de Lactobacillus iners e ndo iners na Microbiota
Vaginal”, conduzido pelo académico Joao Augusto Berno Fachin e orientado pela Dra.
Jossimara Polettini, docente da instituicdo, tendo como objetivo conhecer melhor a microbiota
vaginal de mulheres atendidas em um ambulatério de Especialidade de Ginecologia via SUS,
em Passo Fundo, RS, buscando, principalmente, identificar suas comunidades microbianas, em
especial e de maior interesse, a Community State Type (CST) Il — com predominancia de

Lactobacillus iners.

Trata-se de um recorte da pesquisa maior “Citologia cérvico-vaginal em meio liquido e
deteccdo de Papiloma Virus Humano (HPV), infeccdes sexualmente transmissiveis (ISTs) e
alteragio de microbiota vaginal em mulheres atendidas no Sistema Unico de Satde”,

previamente aprovado pelos pareceres 3.736.932, 4.541.838 e 6.578.539, conforme Anexo 02.

As amostras de contetdo vaginal foram coletadas previamente, com n estimado de
aproximadamente 220 participantes, sendo que o discente, ao ingressar no projeto no semestre
anterior, ndo acompanhou o processo de coleta e participara da analise laboratorial e molecular.

Destas, 96 foram escolhidas randomicamente para integrar o estudo.

Pretende-se analisar a prevaléncia das principais espécies de Lactobacillus, da Candida
spp. e identificar as queixas clinicas mais prevalentes. Com esses resultados, sera observada a
relacdo entre caracteristicas sociodemograficas e de comportamento sexual com as espécies e,

por fim, a relagdo entre L. iners predominante e a candidiase.

Os dados obtidos, ao final do projeto, serdo compilados na forma de artigo, sendo
submetidos na revista Archives of Gynecology and Obstetrics, cujas regras de submisséo estdo

disponiveis em https://link.springer.com/journal/404/submission-guidelines.

2.2.2 Alterag0es de Protocolo
Para a obtencdo de uma anélise posterior e resultados mais amplos e fidedignos, optou-
se pela substituicdo da técnica de PCR convencional, explicitada no topico 2.1.7.4.2 (Protocolos

para a analise laboratorial do contetdo), pelo PCR em tempo real (rt-PCR). Assim, permitir-se-


https://link.springer.com/journal/404/submission-guidelines
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& uma maior sensibilidade e precisdo, além da possibilidade de quantificacdo relativa das
espécies de Lactobacilos estudados. Outro beneficio a ser ressaltado € a menor chance de
contaminacéo, visto da ndo necessidade de pos-processamento dos produtos da PCR em analise

por eletroforese. Também foi acrescido para analise a espécie Lactobacillus vaginalis.

Para tanto, utilizou-se novas sequéncias de primers apresentados na Tabela 02, que,
novamente, foram testados para compatibilidade via Plataforma BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), as quais atingiram uma identidade de
100%:

Tabela 02 — Novas sequéncias de primers para a identificacdo de espécies de Lactobacilos

pela técnica de rt-PCR.

Nome da Espécie Sequéncia Primer (5°-3")

. _ ATGGAAGAACACCAGTGGCG-F
Lactobacillus species

CAGCACTGAGAGGCGGAAAC-R

_ . AGCGAGCGGAACTAACAGATTTAC-F
Lactobacillus crispatus

AGCTGATCATGCGATCTGCTT-R

o . AAGTCGAGCGAGCTTGCCTATAGA-F
Lactobacillus jensenii

CTTCTTTCATGCGAAAGTAGC-R

. _ AGCGAGCTTGCCTAGATGAATTTG-F
Lactobacillus gasseri

TCTTTTAAACTCTAGACATGCGTC-R

] ) GTCTGCCTTGAAGATCGG-F
Lactobacillus iners

ACAGTTGATAGGCATCATC-R

: o GCCTAACCATTTGGAGGG-F
Lactobacillus vaginalis

CGATGTGTAGGTTTCCG-R

Fonte: Adaptado de Kim et al. (2016).

Para facilitacdo da logistica, o teste de gradiente de temperaturas foi realizado com os
primers, para que se pudesse atingir uma padronizagdo entre elas. Utilizando um pool de
amostras teste com o primer de Lactobacillus species, obteve-se como temperatura 6tima de
anelamento 55,8°C, seguidas por 60,7°C e 61,7°C, informagao que pode ser apreciada na Figura
07:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Figura 07 — Gréfico de representacdo dos resultados do teste de gradiente de temperaturas
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Fonte: o Autor, 2024

Posteriormente, os primers para as espécies Lactobacillus gasseri, L. iners, L. crispatus,
L. jansenii e L. vaginalis foram testados com um pool das amostras para especificacdo da
eficiéncia e temperatura ideal de anelamento, conforme Figura 8. Observa-se que todas os
primers foram eficientes em amplificar as regides especificas de cada espécie. Dessa forma, a
técnica foi padronizada e a proxima etapa do estudo consiste em avaliar as amostras das

participantes de acordo com a presenca e quantidade de cada espécie de interesse.

Figura 08 — Grafico de representacdo dos resultados do teste de gradiente de temperaturas

para as espécies de Lactobacillus
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As curvas de amplificacdo, da figura acima, referem-se aos genes relativos as espécies
de Lactobacilos: L. gasseri (azul), L. iners (vermelho), L. crispatus (laranja), L. jansenii

(verde) e L. vaginalis (preto).

Foram consideradas para fins de analise somente as amostras classificadas, por meio de
microscopia com coloragdo Gram, em flora de tipo I, ou, como indicado por Nugent, Krohn e
Hillier (1991), microbiota com predominio de morfotipos de lactobacilos. Nado foram
considerados para a avaliacdo final o Whiff Test, devido a maior parte das pacientes ndo o ter
realizado durante consulta, ou a anélise da candida por microscopia, visto a baixa prevaléncia

na amostra.
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MICROBIOTA VAGINAL: ANALISE DA DIVERSIDADE DE
LACTOBACILOS E RELACAO COM CARACTERISTICAS
SOCIODEMOGRAFICAS E CLINICAS

Jodo Augusto Berno Fachin!. Jossimara Polettini?.

Numero de palavras do artigo:
Numero de figuras do artigo: 2 figuras

Numero de tabelas do artigo: 4 tabelas

Resumo

Proposito Investigar as diferencas entre as abundéancias de tipos lactobacilares presentes em microbiotas vaginais,
além de tragar possiveis relagdes com aspectos socioecondmicos, demograficos e clinicos.

Meétodos Estudo transversal, no qual incluiram-se mulheres acima de 18 anos ndo gestantes, atendidas em
ambulatdrio de Ginecologia. A coleta de dados foi feita por meio de questionario e exame ginecoldgico, com coleta
de material cérvico-vaginal em meio liquido para exame de Papanicolaou e extracdo de DNA gendmico total, que
foram analisados por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, para a quantificacéo
relativa da abundancia das diferentes espécies de Lactobacilos Foi ainda realizada coleta de esfregaco do terco
médio da parede vaginal para analise microscépica. As variacdes entre as quantificacGes relativas de cada tipo de
lactobacilo estudado (Lactobacillus crispatus, L. iners, L. jensenii, L. gasseri e L. vaginalis) em mulheres com
microbiota considerada normal (flora | pelos critérios de Nugent) foram comparadas, assim como as relac6es entre
as variaveis sociodemograficas e de queixas clinicas e cada espécie foram analisadas, adotando-se p<0,05.

Resultados Nas 53 mulheres que compuseram a amostra, de maioria branca e entre 18 e 44 anos, houve um
predominio de queixas clinicas relacionadas a dispareunia e dor. Observou-se que a abundancia relativa de L. iners
e L. crispatus diferiu significativamente quando comparada a outros lactobacilos (p< 0,05), mas ndo entre si. Ndo
foi encontrada diferengas entre as caracteristicas sociais e clinicas e as espécies estudadas.

Conclusdo A abundancia das espécies de lactobacilos vaginais ndo se relaciona com caracteristicas
sociodemogréaficas, comportamentais ou sintomatologia especifica, porém a predominéncia de L. iners sugere
alerta quanto a outros fatores que podem conjuntamente favorecer uma dishiose de uma microbiota considerada
normal.
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O que este estudo acrescenta para a pratica clinica? Evidencia-se que existem diferengas significativas entre a
abundancia de lactobacilos nas microbiotas vaginais consideradas normais de diferentes mulheres, o que poderia
levar a maiores riscos de desenvolvimento de doencas ginecoldgicas. Além disso, reforga-se a atual escassez de
pesquisas do tipo voltadas para abordagem clinica e epidemioldgica dessas diferencas.
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Introducéo

H& tempos tem-se a concepcdo de que o organismo humano interage diretamente e é
influenciado por um estado de comensalismo com ecossistemas de microrganismos presentes
nos mais variados 6rgéos, que vdo desde a modulagédo do sistema imune até a manutencéo direta
da homeostase por seu proprio metabolismo [1]. Com o avan¢o das técnicas de biologia
molecular, pode-se olhar de maneira mais atenciosa a esses individuos, sejam eles benéficos ou
patogénicos [2] e, inclusive, agrupa-los e analisar sua prevaléncia. Nesse contexto, a analise da
microbiota vaginal tem particular importancia, uma vez que organismos comensais, 0S
Lactobacilos, produzem é&cido latico e mantem pH &cido para impedir a proliferacéo de outras
bactérias patogénicas.

Ravel et al. [3] inaugura um novo momento na area ao classificar a microbiota vaginal em 5
grupos, conhecidos como Community State Types (CSTs), sendo eles formados quando existe
predomindncia de Lactobacillus crispatus (CST 1), Lactobacillus gasseri (CST II),
Lactobacillus iners (CST I1) e Lactobacillus jensenii (CST V), além do CST IV, que representa
uma comunidade sem um tipo mais abundante, sendo caracterizada por uma diversidade grande
de bactérias. Em estudos, a CST Ill tem se apresentado como a comunidade dominante,
alcancando até 36,5% das mulheres [5], acompanhada, em segundo lugar, da CST I, com 30,5%
e, sendo a menos frequente a com predominancia de L. jensenii, em apenas 1,2%. De novo,
segundo Ravel et al. [3], essas proporcdes seriam alteradas conforme a etnicidade, por exemplo,
nas mulheres asiaticas, a prevaléncia de CST | em mulheres negras seria de 22,1%, enquanto
que em brancas seria de 45,4%.

Ha consideravel quantidade de evidéncias para afirmar que esses grupos ndo atuam de forma
homogénea, mas apresentam caracteristicas de estabilidade e protecdo varidveis ao
microambiente vaginal [4]. Em especial, o L. iners tem sido alvo de grandes discussdes quanto
a suas particularidades, sendo dito uma comunidade de transicdo entre um estado vaginal
normal e um de dishiose [6], em contraposicdo ao L. crispatus, que parece fortalecer a
capacidade de defesa da mucosa e incentivar a resposta imune local, ou seja, associado a uma
situacdo saudavel [7]. Diferentes mecanismos ja foram propostos para tentar explicar essa
diferenca, e sugere-se que o L. iners apresente fator protetivo menor ou uma adaptagao maior a
ambientes adversos devido a diferencas metabodlicas que levam, por exemplo, a ndo producéo
de D-4cido latico por essa espécie, ocasionando um pH mais alcalino. Além disso, alteracdes
nos padrdes inflamatérios e de metaloproteinases e expressdo aumentada da familia de
citolisinas dependentes de colesterol sdo diferenciadas na predominancia de L. iners [8-11].

Diante disso, 0 objetivo desse estudo foi determinar a prevaléncia dos predominios das espécies
de lactobacilos na microbiota vaginal e investigar sua relacdo com fatores sociodemograficos,
comportamentais e clinicos, visando uma observacao que auxilie na compreenséo da dindmica
desses aspectos com o hospedeiro e com 0 meio.

Métodos

Trata-se de um estudo observacional transversal realizado entre fevereiro e agosto de 2024, na
cidade de Passo Fundo, no Rio Grande do Sul (Brasil). Para a realizacéo deste, foram incluidas
mulheres atendidas no ambulatdrio de ginecologia e obstetricia do Sistema Unico de Salde
(SUS) da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) para realizacdo de exame
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citopatoldgico de colo uterino, com coleta de material cérvico-vaginal em citologia de base
liquida CellPreserv © (Kolplast). Adicionalmente, amostras do conteudo vaginal foram
coletadas do terco médio da parede vaginal utilizando-se zaragatoas estéreis para a confecgéo
de esfregacos vaginais em laminas de vidro em duplicata para coloracdo de GRAM e
verificagdo dos morfotipos bacterianos ou espécies fungicas presentes. Foram selecionadas
randomicamente, dentro do grupo amostral maior, mulheres entre 18 e 64 anos, ndo gestantes,
sem uso de antibidtico nos ultimos 40 dias, sem atividade sexual nas 72 horas anteriores a coleta
e cuja amostra fosse adequada ao estudo molecular. Todas as pacientes participantes foram
informadas do uso de seus dados, assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido, e 0
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFFS, segundo pareceres 3.736.932,
4.541.838 e 6.578.539. Alem disso, também foram utilizadas informacGes de questionarios
respondidos pelas pacientes durante sua consulta, no qual constavam perguntas relacionadas a
situacdo socioeconémica (renda mensal e escolaridade), demografica (idade e cor) e de saude
reprodutiva e ginecologica (nUmero de parceiros sexuais nos ultimos 12 meses, uso de
preservativo nas relacGes, queixas clinicas).

A partir do material coletado em meio liquido, o material genético foi extraido com o Kit de
Extracdo de DNA Mini Spin Kasvi © e teve sua pureza testada por meio de espectrofotometria
(Multiskan GO Microplate Photomer, Thermo Scientific, Massachusetts, United States ©).
Subsequentemente, prosseguiu-se com a amplificacdo por técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativa (QPCR) com o método Sybr Green (Promega ©) utilizando-se o
protocolo e primers especificos descritos por Kim et al. [12] para Lactobacillus species e para
cada uma das outras espécies — Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus
gasseri, Lactobacillus iners e Lactobacillus vaginalis.

Com o resultado obtido, foi realizado o calculo do ACt, ou seja, o Ct do Lactobacillus species
de cada um dos exemplares subtraido do Ct de cada uma das espécies especificas
correspondente. O ACt médio também foi calculado, utilizando-se, ao invés dos valores
individuais, a média de cada conjunto. Logo apos, os Cts isolados foram diminuidos do ACt
médio, para a obtengdo dos nimeros de AACt. Ao final, os montantes foram substituidos em 2¢
AACY “indicando a quantificacéo relativa de cada amostra para cada microrganismo, que foram
também, exceto os resultados nulos, transformados em logaritmos de base 10 (logio) para
melhor representacdo gréafica.

As amostras foram entdo avaliadas por meio de microscopia com coloracdo de Gram, e foram
selecionadas, para o escopo do trabalho e das andlises estatisticas, apenas as que pudessem ser
classificadas como Flora Vaginal de Tipo I. Determina-se Tipo | segundo o escore de Nugent
[13], quando a microbiota se manifesta com predominio de morfotipos lactobacilares e diz-se
“normal”.

Por fim, com o uso dos softwares de distribuicdo livre PSPP e R, foi realizado o estudo
estatistico dos dados. Calculou-se a prevaléncia de positividade, média, desvio padrdo e erro
padrdo da média de cada um dos lactobacilos e se utilizou do teste de Shapiro-Wilk (W) para
verificar a normalidade da distribuicdo. Em seguida, mediante teste de Kruskal-Wallis (H), e
post-hoc de Dunn, comparou-se a diferenca da mediana da quantificacdo relativa (calculo do
ACt) entre os grupos de lactobacilos. Para a analise das variaveis sociodemograficas e clinicas,
a media de cada tipo de lactobacilo serviu como ponto de corte para dicotomizagéo da categoria
em < média ou > média, o que permitiu o uso do teste de Chi-Quadrado de Pearson (X?) para
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0 estudo da relagdo entre os microrganismos e as caracteristicas das pacientes. Todos 0s testes
consideraram um p-valor de 5% e excluiram dados considerados como ausentes.

Resultados

Foram incluidas 53 mulheres que apresentaram microbiota vaginal classificadas como Flora |
(normal), sendo que a maior parte delas possui idade entre 18 e 44 anos (62,3%), cor branca
(60,4%), renda familiar de 1 a 3 salarios minimos (74,5%) e 5 anos ou mais de escolaridade
(56,5%) (Tabela 1). Ainda, 96% delas afirmaram ter mantido apenas um parceiro sexual nos 12
meses que antecediam o questionario e a maioria delas (76,5%) afirmou usar preservativo em
todas as relacfes. As duas queixas clinicas mais referidas foram a de dispareunia, em 38,8%
das pacientes e dor em 32% (Tabela 1).

Tabela 1 Caracterizacdo das variaveis sociodemograficas, comportamentais e queixas clinicas
apresentadas por mulheres atendidas no Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia da
Universidade Federal da Fronteira Sul (Passo Fundo, RS) entre dezembro de 2019 e dezembro
de 2022 (n=53)

Variaveis Sociodemograéficas

n %

Idade

18 a 44 anos 33 62,3

45 a 64 anos 20 37,7
Cor/Raca

Branca 32 60,4

Outra 21 39,6
Renda Familiar Mensal (n=47)

Até 1 salario minimo 8 17

1 a 3 salarios minimos 35 74,5

Mais que 3 salarios minimos 4 8,5
Escolaridade (n=46)

4 anos completos ou menos 20 43,5

5 anos completos ou mais 26 56,5

Variaveis Comportamentais

Numero de Parceiros Sexuais nos Ultimos 12 Meses (n=50)

1 parceiro 48 96,0

Mais de um parceiro 2 4,0
Uso de Preservativo nas Relagdes Sexuais (n=51)

Em todas as relagdes 39 76,5

Algumas ou nenhuma 12 23,5

Queixas Clinicas e Avaliacdo
n %

Leucorreia

Sim 8 151

Néo 45 84,9
Odor (n=50)

Sim 7 14,0

Néo 43 86,0
Dor (n=50)

Sim 16 32,0

Néo 34 68,0
Amenorreia

Sim 15 28,3

Néo 33 62,3
Dispareunia (n=49)

Sim 19 38,8

Néo 30 61,2
Prurido (n=50)

Sim 7 14,0

Néao 43 81,1
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No que se refere a analise molecular, o lactobacilo mais prevalente foi o Lactobacillus iners,
presente em 60,4% das pacientes analisadas, sucedido pelo L. crispatus (54,7%), L. jensenii
(32,1%), L. gasseri (11,3%) e, finalmente, o0 menos prevalente foi o L. vaginalis (5,7%).
Referente a quantificacdo relativa, quando analisadas as médias de cada espécie, nota-se que
elas seguem a mesma tendéncia, com a maior abundancia da amostra sendo a de L. iners (3,223
* 6,426) e a menor a de L. vaginalis (0,008 = 0,055), exposto na Tabela 2.

Tabela 2 Média (x), desvio padrdo (s), erro padrdo da média (SEx), mediana (Md), minimo
(min) e maximo (max) da quantificacdo relativa de cada espécie de lactobacilo analisado na
amostra

Espécie X S SEx Md min max
L. crispatus 1,097 1,988 0,273 0,014 0 10,411
L. gasseri 0,016 0,073 0,010 0 0 0,463
L. jensenii 0,539 3,162 0,438 0 0 22,78
L. vaginalis 0,008 0,055 0,007 0 0 0,4
L. iners 3,223 6,426 0,882 0,05 0 36

Uma representacédo grafica dos dados pode ser vista no heatmap da Figura 1, com as cores mais
escuras sendo os menores valores e 0 branco os exemplares que ndo amplificaram a determinada
espécie; 0 eixo Y € representativo do nimero de cada amostra, enquanto que o eixo X do tipo
de lactobacilo. Observa-se que 25 das amostras apresentaram-se positivas mais de uma espécie,
enquanto que 23 o fizeram para apenas uma; finalmente, 5 delas néo positivaram para nenhuma
das espécies estudadas.

Fig. 1 Heatmap da quantificacdo relativa das espécies de lactobacilos em cada uma das
amostras individuais, com valores representados em logio

Amostra

4 I:‘ Sem amplificagdo

L] T T
L.jens L. vag L. iner

Espécie

T
L. cris L. gass



64

A Figura 2 demonstra a diferenga da quantificacdo relativa entre as espécies de lactobacilos, e
constatou-se que L. iners (0,05 [0-36]) e L. crispatus (0,014 [0-10,411]) diferiram
significativamente de todas as outras espécies (p<0,05), mas ndo entre si. De maneira similar,
todas as outras espécies apresentaram diferenca somente quando comparadas a L. iners e L.
crispatus, mas néo entre si.

Fig. 2 Grafico dot blot de dispersdo da quantificacdo relativa das diferentes espécies de
lactobacilos em amostras de conteudo cérvico vaginal de mulheres atendidas no Ambulatorio
de Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal da Fronteira Sul (Passo Fundo, RS) entre
dezembro de 2019 e dezembro de 2022 (n=53)
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(Teste Kruskal-Wallis, seguido do teste post-hoc de Dunn: ****p<0,0001; **p=0,0002; *p=0,024; ns: p>0,05. As
barras vermelhas indicam o valor da média de cada grupo para melhor visualizag&o)

N&o foi encontrada nenhuma relagdo estatisticamente significativa entre as variaveis
sociodemograficas e comportamentais de acordo com os valores médios das quantificacdes
relativas feitas para cada microrganismo, como evidenciado na Tabela 3, padrdo que se repete
guando vistas as queixas clinicas na Tabela 4.
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Tabela 3 Relacdo entre variaveis sociodemograficas e comportamentais e as espécies de
lactobacilos mais frequentes na amostra de mulheres atendidas no Ambulatorio de Ginecologia
e Obstetricia da Universidade Federal da Fronteira Sul (Passo Fundo, RS) (n=53)

L. crispatus L. jensenii L. iners
<X >X p* <X >X p* <X >X p*
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Variaveis Sociodemograficas

Idade 0,64 0,17 0,20
18 a 44 anos 25(47,2)  8(15,1) 27(509)  6(11,3) 19(358) 14 (26,4)

45 a 64 anos 14 (26,4) 6 (11,3) 19 (35,8) 1(1,9) 15(283)  5(9.4)

Cor/Raca 0,12 0,52 0,14
Branca 26(49,1)  6(11,3) 27 (50,9) 5 (9,4) 18 (34,0) 14 (26,4)

Outra 13(245) 8(151) 19 (35,8) 2(3.8) 16 (30,2)  5(9,4)

I(:\;e:rf;; Familiar Mensal 0,37 012 0,40
Até 1 salario minimo 5 (10,6) 3(6,4) 7 (14,9) 1(21) 4 (8,5) 4 (8,5)
1a3salariosminimos  26(553) 9 (19,1) 31(66,0)  4(8)5) 25(532) 10(213)

Mais que 3 salarios

minimos 4(8,5) 0(0,0) 2(4,3) 2(4,3) 2(4,3) 2(4,3)

Escolaridade (n=46) 0,37 0,39 0,39

menos 4 anos completos ou 13(283) 7(152) 18(39,1)  2(43) 14(304) 6 (13,0)

s 5 anos completos ou 20(435)  6(13,0) 21(457)  5(10,9) 15(32,6) 11(239)

Varidveis Comportamentais

Namero De Parceiros Sexuais

nos Ultimos 12 Meses (n=50) 0,48 0.59 0.67

1 parceiro 35 (70,0) (2%30) 42(840)  6(12,0) 31(640) 17 (34.0)

Mais de um parceiro 1(2,0) 1(2,0) 2 (4,0) 0 (0,0) 1(2,0) 1(2,0)

Uso dg Preserve_ltlvo nas 012 031 0,44

Relacdes Sexuais

Em todas as relagdes 6 (11,3) 13 (24,5) 6 (11,3) 0(0,0) 3(8,8) 3(8,8)

Algumas ou nenhuma 20(37,8) 14(264) 40(755)  7(13.2) 31(5855) 16 (30,2)

* Teste de Chi-Quadrado de Pearson (X?2).

Tabela 4 Relacdo entre as espécies de lactobacilos mais frequentes na amostra e queixas
clinicas de mulheres atendidas no Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia da Universidade
Federal da Fronteira Sul (Passo Fundo, RS) (n=53)

L. crispatus L. jensenii L. iners
<X >X p* <X >X p* <X >X p*
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n_ %
Queixas Clinicas e Avaliacio
Leucorreia 0,92 0,23 0,92
Sim 6(11,3) 2(3,8) 8(151) 0(0,0) 5(94) 3(,7)
Néo 33(62,3) 12(22,6) 38(71,7) 7(132) 29 (54,7) 16 (30,2)
Odor (n=50) 0,34 0,98 0,26
Sim 4(8,0) 3(6,0) 6(120) 1(20) 3(6,0) 4 (8,0
Néo 32(64,0) 11(22,0) 37(740) 1(6,0) 28(56,0) 15(30,0)
Dor (n=50) 0,30 0,51 0,96
Sim 10(20,0) 6 (12,0) 13 (26,0) 3(6,0) 10(20,0) 6(12,0)
Néo 26 (52,0) 8(16,0) 30(30,0) 4(8,0) 21(42,0) 13(26,0)
Amenorreia (n=48) 0,67 0,29 0,55
Sim 10(20,8) 5(10,4) 14(29,2) 1(21) 10(20,8) 5(104)
Néo 24 (50,0) 9 (18,8) 27 (56,3) 6(12,5) 19 (39,6) 14 (29,2)
Dispareunia (n=49) 0,09 0,15 0,41
Sim 11(22,4) 8(16,3) 18 (36,7) 1(2,0) 13(26,5) 6(12,2)
Néo 24 (49,0) 6 (12,2) 24 (49,0) 6(12,2) 17 (34,7) 13 (26,5)
Prurido (n=50) 0,38 0,98 0,26
Sim 6 (12,0) 1(2,0) 6(120) 1(20) 3(6,0) 4 (8,0
Néo 30(60,0) 13(26,0) 37(74,0) 6(12,0) 28 (56,0) 15(30,0)

* Teste de Chi-Quadrado de Pearson (X?).

Discussao
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O presente estudo caracterizou mulheres atendidas no Ambulatério de Ginecologia e
Obstetricia do SUS, a qual foi predominantemente formada por mulheres de 18 a 44 anos,
brancas e com renda familiar de até 3 salarios minimos mensais. Em primeiro lugar, pode-se
dizer que os dados de abundéncia dos tipos de lactobacilos na microbiota vaginal normal estdo
em concordancia com os achados gerais da literatura. Tendo como base somente 0s grupos
formados predominantemente por lactobacilos, temos o CST 111 (L. iners) como mais prevalente
e abundante na amostra, seguido pelo CST I (L. crispatus), CST Il (L. gasseri) e, com menor
representatividade, CST V (L. jensenii). Apesar de variagdes nos percentuais, a ordem de
frequéncia permaneceu a mesma quando comparada a vista por outros autores [3, 5].

Em relacdo as variaveis socioeconémicas e comportamentais, nosso estudo destaca-se entre 0s
poucos a realizar tal abordagem, especialmente em mulheres brasileiras, portanto, deparando-
se com escassez de outros trabalhos. Ndo foram encontradas relagdes significativas entre esses
fatores e os tipos de lactobacilos, o que se contrapde a Novak et al. [14], que, por exemplo,
identificam uma relacéo inversamente proporcional entre o nivel educacional e o nimero de
parceiros e microbiotas dominadas pelo Lactobacillus iners, assim como entre maior nimero
de parceiros e o grupo. Esse desencontro pode ser justificavel devido ao n reduzido de nossa
amostra e, também, a um possivel viés de resposta das participantes, que se configura como
limitacdo. Tal viés pode ser evidenciado ao contrastar, por exemplo, a informagdo obtida que
76,5% das mulheres usa preservativo em todas as relagdes sexuais, ao passo que a Pesquisa
Nacional de Saude (PNS) de 2019, demonstrou que apenas 22,8% no Brasil e 20,3% na Regido
Sul tem esse habito [15].

Outras pesquisas indicaram diferencas entre os tipos de microbiota e lactobacilos e a raca/etnia
das pacientes [3, 16-18], mas, nossos dados estdo de acordo com as de Novak et al. [14] e
Marconi et al. [5], ja citadas anteriormente, que estudam especificamente a populacdo do Brasil.
Deve-se levar em conta a individualidade do cendrio brasileiro, que é destacadamente
miscigenado, inclusive adotando a palavra “pardo” como categoria oficial de autodeclaracao,
sendo esta influenciada por fatores genéticos, mas também socioculturais e histéricos [19].

No tocante a relacdo entre queixas clinicas e abundancia de lactobacilos, ndo possuimos
conhecimento de publicagbes com o mesmo escopo, fato que limita nossas anéalises
comparativas. Observa-se, em primeiro lugar, ndo haver relacdo significativa entre nenhuma
dessas queixas e a abundancia dos tipos de lactobacilos. Tal resultado pode ser, mais uma vez,
interpretado a luz de um baixo n, principalmente de queixas clinicas em si, havendo poucas
observacGes de cada uma. Entretanto, a literatura evidencia um papel de manutencdo de
microbiota saudavel associado a alguns microrganismos, como o Lactobacillus crispatus, em
varios contextos, como em uma menor prevaléncia de infec¢cdes sexualmente transmissiveis
(ISTs) [20] e menor chance de transicéo para estados de disbiose [4, 20].

H& um consenso na literatura sobre o papel protetivo dos lactobacilos em relagcdo a produgéo
de moléculas protetoras e ativadoras do sistema imune. No entanto, recentes estudos ressaltam
que, mais controverso, por sua vez, € o L. iners e sua atuacdo no ecossistema vaginal. Glick et
al. [21] identificaram uma nova classe de supressor inflamatorio das vias ativadas por TLR2, 3
e 4, que é produzido por multiplos lactobacilos vaginais. Tal molécula é a betacarbolina, tendo
0s autores encontrado reducdo de inflamacdo vaginal ap6s sua aplicacdo tdpica em
camundongos. No entanto, L. iners ndo apresentou producéo inibidora significativa de tais vias.
Adicionalmente, Maidment et al. [22] descreveram, apesar de nossa amostra ser formada por
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ndo-gestantes, que na comunidade vaginal dessas h& persisténcia de colonizagdo por
Streptococcus agalactiae (do Grupo B), uma bactéria colonizadora do trato genital inferior,
guando em condicdes hostis, teve abundancia significativamente maior de L. iners, comparado
com outros grupos de mulheres com predominancia de outros tipos, como L. crispatus, L.
gasseri or L. jensenii. Somado a isso, outros trabalhos da atualidade trazem o seu grupo de
predominancia, CST Ill, como uma microbiota de transi¢do entre um estado saudavel e de
vaginose bacteriana (substituicdo dos lactobacilos por microbiota cocécea) [22-24], e de um
padrdo inflamatorio basal [25]. Essas evidéncias embasam que o L. iners possa de fato ter um
papel contraditério as demais espécies de lactobacilos vaginais, e a maior predominéancia de
mulheres estudadas com a presenca de L. iners alerta sobre uma possivel maior susceptibilidade
de diminuicédo de resposta imune e persisténcia de outros microrganismos. Por outro lado, a ndo
diferenca entre abundancia de L. crispatus e L. iners pode sugerir que ainda exista um certo
equilibrio entre lactobacilo protetor ou ndo na microbiota vaginal da populagédo estudada, e o
entendimento de outros fatores intrinsecos e extrinsecos que possam direcionar a resposta
predominante precisam ser melhor estudados.

Por fim, da mesma forma, a presenca de maiores ou menores médias de L. jensenii ndo esteve
relacionado com queixas. A comunidade com predominio desse tipo de lactobacilo ainda tem
sua estabilidade debatida na literatura [22-23, 26] e cujas caracteristicas ainda ndo estdo bem
descritas principalmente por sua baixa prevaléncia e, em resultado disso, insuficientes
pesquisas. Um estudo recente encontrou diferencas entre assinaturas gendmicas de cepas
coletadas em mulheres associadas a partos prematuros e a termo [27], 0 que, a nivel molecular
e imune, pode ter implicacfes também ginecoldgicas ao compor a intera¢do entre 0s organismos
comensais e 0 seu hospedeiro, assim levando a explicacGes ainda ndo conhecidas para o achado
desse trabalho. Outro ponto de interesse relativo a isso, € a reclassificacdo de cepas de L.
jensenii para L. mulieris [28-30], trazendo a necessidade de reexplorar sua antes concebida
funcdo benéfica.

Assim, pode-se concluir que, considerando a populacéo estudada e metodologia empregada, a
abundancia das espécies de lactobacilos vaginais ndo se relaciona com caracteristicas
sociodemogréaficas, comportamentais ou sintomatologia especifica, porém a predominancia de
L. iners sugere alerta quanto a outros fatores que podem conjuntamente favorecer uma disbiose
de uma microbiota considerada normal. Além disso, ha a necessidade de trabalhos ndo somente
espécie-especificos na area, mas também, a abordagem gendmica e de linhagens, o0 que com
certeza ha de contribuir para o avango de nosso entendimento quanto as relagcdes hdspede-
hospedeiro aqui esbocgadas e as lacunas de bibliografia delineadas. Outro fator limitante, além
da deficiéncia de literatura ja apresentada, foi nossa amostra relativamente pequena, o0 que
sugere também a demanda de estudos com grupos maiores.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Ao finalizar esse estudo, pode-se olhar para ele com certos olhos de pioneirismo. Ao
mesmo tempo em que nos deparamos com uma limitacéo de referéncias e literatura, vimos nisso
a oportunidade de contribuir, mesmo que de maneira restrita, no estudo e entendimento do perfil
microbiologico vaginal das mulheres no Brasil. Conhecer as caracteristicas epidemioldgicas
locais permite, para além de contrastes com a literatura de maioria estrangeira, orientar novos
passos e caminhos.

Ainda que alguns dos estudos iniciais ndo puderam ser cumpridos, devido, talvez, a uma
baixa quantidade amostral que ndo nos permitiu ter algumas analises estatisticamente
significativas, mesmo assim traz-se resultados de relevancia. Notando a alta abundancia do
Lactobacillus iners, delineia-se um cenario de preocupacdo que levanta mais perguntas que
conclusdes, como, por exemplo, de que forma podemos extrapolar esses resultados para a
pratica clinica em um futuro?

Com absoluta certeza esperamos que esse trabalho, mais do que ser um livro fechado e
completo, se torne um capitulo aberto para novos autores que desejem se aventurar nessas aguas
misteriosas, com novas pesquisas € novos ares para o desenvolvimento do assunto.



