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RESUMO

As vulvovaginites (VV) sdo referidas desde o século V a.C. como importantes agravos a
saude da mulher. Os agentes infecciosos estdo entre as principais causas. As VV mais comuns
sdo a vaginose bacteriana (VB) e a candidiase vulvovaginal (CV). A VB ¢ a principal causa
de VV, caracterizada por mudanga de populagdo bacteriana vaginal com predominio de cepas
anaerobias. Tem sido observado na VB, que por defini¢do ¢ um quadro ndo inflamatorio,
alguns casos com presenca de células inflamatorias. No entanto, este achado ainda ndo esta
bem definido. A associag@o entre microrganismos seria apontada como um quadro de vaginite
mista, cujas caracteristicas citologicas estdo pouco definidas e talvez influenciassem no
quadro inflamatério. Ao mesmo tempo tem sido sugerido que a VB, pode desempenhar um
papel na carcinogénese do colo do tutero uma vez que tem sido observado que atipias
citologicas sao encontrados mais em mulheres com uma flora vaginal alterada, questiona-se
se o achado inflamatorio deveria chamar a aten¢do do citopatologista. O objeitvo do trabalho
foi avaliar achados da citologia em meio liquido (SurePath®) em casos com diagnostico de
VB segundo a presenca de infiltrado inflamatorio.Foi realizado um estudo observacional,
analitico e em corte transversal, em 1132 mulheres com diagndstico de VB, no periodo de
Outubro de 2012 a Junho de 2013. Para o diagnostico de VB foi utilizado critério de mais de
20% de clue cells no esfregago de citologia de base liquida (SurePath®). Os esfregacos foram
avaliados para identificagdo de morfotipos de patoégenos, infiltrado inflamatério e atipias
celulares epiteliais. Foram pesquisados Trichomonas vaginalis., Candida sp., Mobiluncus sp.,
Actinomyces sp., citopatia sugestiva de Herpes Virus Simplex. Foi considerado infiltrado
inflamatorio a presen¢a de mais de cinco leucdcitos polimorfonucleados por célula epitelial
em campo de imersdo (1.000x). A idade das pacientes variou de 14 a 73 anos (média = 34,3;
dp =10,9). O numero de gestagdes ficou entre 0 e 11 (média =1,5; dp=2,08). Duzentos e nove
(34,%) pacientes referiam fazer uso de método contraceptivo e 830 (73,1%) estavam
realizando exame de rotina. Quando havia uma queixa clinica a mais freqiiente foi corrimento
em 130 casos (11,5%). A avaliagdo macroscopica do contetido vaginal revelou que o de cor
branco/leitoso 115 (46,7%) prevaleceu. No exame especular foi anotado que 994 (87,8%) dos
casos descritos tinha achado de mucosa normal e 50(4,4%) de colpite. Os morfotipos de
patdgenos associados ao quadro de vaginose bacteriana foram principalmente Mobiluncus
sp.em 208 casos (66%) e Candida sp.em 86 casos (27,3%). As atipias celulares foram

encontradas em 84 casos (7,5%) e dentre estas, prevaleceram ASC-US em 43 casos (51,2%),



LSIL em 31(37%) e HSIL em 03 (3,6%). Observou-se na presenga de infiltrado inflamatorio
55 (4,9%) casos com Mobiluncus sp. (p<00,1; RR=0.61 (0,55-0,68)] ¢ Candida sp 81(7,2%)
casos (p<0,001; RR=5,47 (2,93-10,19). Com relagdo as atipias citoldgicas observou-se na
presenga de infiltrado leucocitario atipias em 51 casos (4,5%) (RR=1,27 ([1,05-1,52]). Dentre
estas a mais frequente foi ASC-US com 24 (2,1%) casos com infiltrado leucocitario e
19(1,7%) casos sem infiltrado (p =0,2729; RR=0,87 ([0,63-1,18]). J& para casos de LSIL
observou-se 20 casos (1,8%) com infiltrado e 11 casos (1,0%) no grupo sem infiltrado
inflamatorio (p=0,0298; RR=1,35 ([1,02-1,76]). Nos casos de vaginose bacteriana, por sua
definicao atual, a presenca de infiltrado inflamatério sugere a possibilidade de vaginite mista

(com Candida sp) ou atipia epitelial.

Palavras-chave: Vaginose Bacteriana. Biologia Celular. Vulvovaginite. Leucocitos.

Imunidade. Candidiase Vulvovaginal.



ABSTRACT

Vulvovaginitis ( VV ) are reported since the fifth century BC as a major health problem in
women. Infectious agents are the main causes . The most commons are bacterial vaginosis
(BV ) and vulvovaginal candidiasis ( VC ) . BV is the leading cause of VV, characterized by
a change in bacterial vaginal population with a prevalence of anaerobes strains. It is been
observed in BV , which by definition is a non-inflammatory condition, some cases with the
presence of inflammatory cells. However, this finding is not yet well defined. In the presence
of two simultaneous microorganisms the pictures would be defined as mixed vaginitis, in
which cytological features are poorly defined and perhaps to influence the inflammatory
infiltration presence. At the same time, it has been suggested that BV may play a role in
carcinogenesis of the cervix since it has been observed that cytologic atypia is more frequent
in women with shift of the vaginal flora, it is questionable whether the inflammatory finding
deserve the attention of the cytopathologist . Objective: to evaluate findings of liquid-based
cytology ( SurePath ® ) in patients diagnosed with BV according to the presence of
inflammatory cells. It was an observational , analytical and cross-sectional study conducted in
1132 women diagnosed with BV | in the period of October 2012 to June 2013. For the
diagnosis of BV was used criteria of more than 20 % of clue cells in the smear ( SurePath ® ).
The smears were evaluated for identification of morphotypes of pathogens, inflammatory
infiltration and epithelial cell atypia . Trichomonas vaginalis , Candida sp ., Mobiluncus sp .,
Actinomyces sp ., Cytopathy suggestive of Herpes Simplex Virus were searched . The
presence of more than five polymorphonuclear leukocytes per epithelial cell in high power
field (1000 x ) was considered inflammatory infiltrate . The age of patients ranged from 14 to
73 years (mean = 34.3, SD = 10.9) . The number of pregnancies was between 0 and 11 (mean
=1.5,SD =2.08 ) . Two hundred and nine ( 34 % ) patients reported use of contraception and
828 ( 73.1 % ) were conducting a routine examination.The most frequent clinical complaint
was discharge in 130 cases (11.5 % ). Macroscopic evaluation of vaginal discharge revealed
that the white / milky color 115 ( 46,7 % ) prevailed. On speculum examination was noted
that 994 ( 87.8 % ) cases had described finding of normal mucosa and 50 ( 4.4% ) of vaginal
mucosa inflamation. The morphotypes associated with bacterial vaginosis were mostly
Mobiluncus sp. in 208 cases (66 %) and Candida sp. in 86 cases (27.3%) . The atypical cells
were found in 84 cases ( 7.5%) and among these, ASC -US in 43 cases ( 51.2 % ), LSIL in 31
(37 % ) and HSIL in 03 ( 3.6% ) . It was observed in the presence of inflammatory infiltrate
55 (4.9% ) cases with Mobiluncus sp (p <00.1 , RR=10.61[ 0.55 to 0.68 ] ) . Candida sp and



81 ( 7.2% ) cases ( p < 0.001, RR =5.47 [ 2.93-10.19 ] ) . regarding cytological atypia was
observed in the presence of leukocyte infiltrate atypia in 51 cases (4.5 % ). RR=1.27[ 1.05
to 1.52 ] ) Among these the most frequent atypia was ASC -US with 24 ( 2.1% ) cases with
leukocyte infiltration and 19 ( 1.7 % ) cases without infiltrate (p =0.2729 ,RR =0, 86 [ 0.63
to 1.18 ] ) . For cases of LSIL observed 11 cases (1.0 % ) in the group without infiltrate and
20 cases ( 1.8 % ) with inflammatory infiltrate ( p = 0.0298 , RR = 1.346 [ 1.02 to 1.76 ]). In
cases of bacterial vaginosis, by its current definition, the presence of inflammtory infiltration

suggests the possibility of mixed vaginitis (with Candida sp ) or epithelial atypia .

Keywords: Bacterial Vaginosis. Cell Biology. Vulvovaginitis. Leucocytes. Immunity.

Vulvovaginal Candidiasis.
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14

1 INTRODUCAO

O corrimento vaginal ¢ uma das mais frequentes queixas em servigos de ginecologia.
Apesar de haver métodos de diagndstico de morfotipos associados, a sensibilidade dos
métodos € varidvel e a complexidade dos quadro, por vezes, torna dificil ao clinico seu
entendimento. O microbioma vaginal se constitui de elementos epiteliais, imunoldgicos e
microbianos, que em condi¢des saudaveis estdo em equilibrio. Tal situacdo, no entanto pode
ser perturbada por fatores endogenos ou exogenos, criando uma condi¢do que pode culminar
com queixa de corrimento, prurido e\ou odor que clinicamente caracterizam as

vulvovaginites.
1.1 Vulvovaginites

As vulvovaginites sdo referidas desde o século V a.C. como importantes agravos a
saude da mulher, entretanto, somente a partir da década de 90, apds sua associagdo com
aumento da transmissibilidade do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), vém recebendo a
devida atencdo por parte da comunidade cientifica (TENKIN 1956, 1991; DUARTE;
LANDERS, 1998). Além dos consideraveis gastos econdmicos, as vulvovaginites (VV)
causam danos emocionais, reprodutivos e sociais como: desconforto fisico, estresse
psicoldgico, transtornos da sexualidade, problemas conjugais e reprodutivos, além de

embaracos soc iais (DUARTE; LANDERS, 1998).

Inimeras sdo as causas que propiciam inflamacdo do epitélio vaginal gerando
diferentes tipos de VV. Os agentes infecciosos estdo entre as principais causas, porém as VV
podem ser decorrentes de processos alérgicos, irritativos, traumaticos, manifestagdes clinicas
de doencas dermatoldgicas e/ou autoimunes, além de alteragdes fisiologicas do trato genital
feminino (SOBEL, 1999; FARAGE; MILLER; LEDGER, 2008). Considerando-se as diversas
etiologias, provavelmente, toda mulher terd durante sua vida reprodutiva, um ou mais
episodios de descarga vaginal que a levard ao consultério médico, o que torna o corrimento
vaginal a queixa mais comum nos consultorios de ginecologia e obstetricia (ACO, 1996;

EGAN; LIPSKU, 2000).

Apesar da alta frequéncia do problema, o diagnostico do corrimento genital pelo
ginecologista, quer na rede publica de satde ou na clinica privada, ndo ¢ facil. Muitos
aspectos podem modificar a sintomatologia ¢ o quadro de corrimento vaginal, fazendo com

que o diagnostico, na maioria das vezes, torne-se um procedimento complexo. Apesar destes
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conhecimentos, a hipdtese diagnostica ¢ freqlientemente elaborada por uma anamnese
superficial acompanhada de exame especular despretensioso. Nao se pode confiar apenas em
sinais e sintomas clinicos para fazer o diagnostico das VV, pois em um ntimero muito grande
de casos, os sinais e sintomas nao siao caracteristicos (SOBEL, 1999; OWEN; 2004;

LEDGER; MONIF, 2004).

Sabe-se também que as queixas e as informacdes fornecidas pelas pacientes tém
baixissimos valores preditivos positivo para fazer o diagnostico correto da causa do
corrimento vaginal. Da mesma forma, a observagdo pura e simples do conteudo vaginal por
meio do exame especular, quando usada isoladamente, ndo determina adequadamente o
agente etiologico. Um estudo avaliou 123 mulheres com queixa de corrimento vaginal e
mostrou que a hipdtese diagnostica fundamentada no exame especular, para identificar a
causa do corrimento, tem uma sensibilidade diagnoéstica inferior a 50%. Os valores preditivos
positivos e negativos encontrados foram respectivamente 18,2% e 88,8% para candidiase e de

37,9% e 80,8% para vaginose bacteriana (GOMES, 2003).

Portanto, para evitar tratamentos empiricos e desnecessarios, deve-se fazer um
diagnoéstico do corrimento vaginal levando-se em conta fatores como: a historia clinica
adequada, exame fisico completo, busca de manifestacdes de doengas que levam a sintomas
genitais, exame ginecologico detalhado, e obrigatoriamente, complementacdo com
mensuracdo do pH vaginal, teste das aminas e estudo da microbiota vaginal, o que na pratica

clinica nao se realiza rotineciramente (EGAN; LIPSKY, 2000).

As VV mais comuns que acometem as mulheres em idade reprodutiva sdo a vaginose
bacteriana (VB) e a candidiase vulvovaginal (CV) respondendo respectivamente por 22% a
50% e 17% a 39% das mulheres sintomatica. Apesar de haver uma tendéncia a se pensar em
um agente unico como causa das vulvovaginites, ha se conjecturar sobre a possibilidade de

associacoes, mesmo que paradoxais. (NYIRJESY, 2008).

1.2 Vaginose Bacteriana

A Vaginose bacteriana ¢ a principal causa de VV, sendo definida como uma sindrome
polimicrobiana caracterizada pelo crescimento abundante de bactérias anaerdbias, em
particular a Gardnerella vaginalis. Outros microrganismos que causam a VB sdo o

Mycoplasma hominis ¢ anaerobios: Prevotella sp, Bacteroides sp, Porphyromonas sp,
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Peptostreptococcus sp, Mobiluncus sp e Atopobium vaginae em substituigdo aos
Lactobacillus sp presentes na flora vaginal normal (SOBEL, 2000; VERSTRAELEN et al.,
2004).

Ainda nao foi esclarecido se a diminui¢do dos lactobacilos predispde a VB ou se a VB
leva a deplecdo dos lactobacilos, consequentemente, as causas do desequilibrio da flora
vaginal permanecem em investigagdo (LINHARES et al., 2011). Sabe-se que varios fatores
estdo fortemente associados a VB (atividade sexual com novo parceiro, multiplicidade de
parceiros, mulheres que tém parceira com VB, raca negra, uso de dispositivo intrauterino
(DIU), duchas vaginais, tabagismo) sem, contudo serem considerados causas do problema.
Existem também associacdes entre VB e parto prematuro, ruptura prematura de membranas,
corioamnionite, recém-nascido com baixo peso, abortamento espontaneo, endometrite pds-
abortamento e pos-parto, infecgdes pélvicas e pos-cirurgicas. O aumento da susceptibilidade a
aquisicdo de doengas sexualmente transmissiveis, em especial o HIV, ¢ outro ponto

considerado (NATINONAL GUIDELINE, 2006; CDC, 2010; FETHERS et al., 2008).

A VB apresenta-se clinicamente como uma descarga vaginal anormal com odor
desagradavel, entretanto, aproximadamente 50% das mulheres sdo assintomaticas. Ao exame
clinico observa-se pouca ou nenhuma rea¢ao inflamatéria (SOBEL, 2000; DONDERS, 2010).
Em sendo este quadro, a principal causa de descarga vaginal infecciosa no menacme, sugere-
se a possibilidade dos hormodnios sexuais estarem envolvidos na sua patogénese. Embora de
forma menos freqiiente, ela pode ser também encontrada em criancas € na pds-menopausa.
Em gestantes e ndo gestantes, a prevaléncia da VB parece ser semelhante (HOLMES;
HILLIER, 1999). Muito embora ndo seja aceita como uma infec¢do de transmissdo sexual
parece estar intimamente ligada a esta atividade. O uso de contraceptivos hormonais, por
promover uma microbiota predominantemente de lactobacilos, parece ter um efeito contra o
desenvolvimento da VB (ESCHENBACH et al., 1988). Nos Estados Unidos (EUA) tem sido
diagnosticada em 17% a 19% das mulheres de clinicas de planejamento familiar (SOBEL,
1990; SOBEL, 1996), porém recentemente, Landers et al. (2004), relataram que dentre 589
mulheres com alguma queixa genital, 46% tinham VB. No Brasil mostra-se muito frequente,
atingindo também cerca de 45% das mulheres com queixa de corrimento vaginal. (BAGNOLI

et al., 1990; LANDERS et al., 2004).
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1.2.1 Diagnosticos de Vaginose Bacteriana

Amsel et al. (1983) criaram critérios que passaram a ser adotados para o diagnostico
de VB, levando-se em conta ndo um unico teste, mas um conjunto de achados que associados,
confirmariam o diagnoéstico de uma doenga caracterizada por um conjunto de sinais e
sintomas. Assim, a relacdo exclusiva de Gardnerella vaginalis como agente causal da
vaginose foi abandonada, uma vez que a palavra bacteriana especifica a multiplicidade de
bactérias envolvidas. Posteriormente, Nugent, Krohn e Hillier (1991) propuseram um sistema
de escores, conhecido também como gradiente de Nugent, o qual ¢é resultante da soma de
valores diferenciados para a observagao quantitativa de determinados morfotipos na
bacterioscopia ao Gram. A utilizagdo do gradiente de Nugent ¢ amplamente difundida e € o
método mais bem aceito no diagnéstico da VB. Temos também o diagnostico feito pela
presenca de mais que 20% de clue cells (células epiteliais superficiais recobertas por
cocobacilos Gram labeis) (AMSEL et al., 1983) (figura 01) em esfregacos cervicais utilizando

o Papanicoloau sendo defendida para casos que se utilizam deste exame (DISCACCIATI et

al., 2006).

Figura- 1. Clue cells sugerindo Gardnerella vaginalis sem infiltrado inflamatério (SurePath
1000x)

Fonte: arquivo pessoal

Ja estd demonstrado que o diagnostico da VB nem sempre pode ser estabelecido a
partir de manifestacdes clinicas sozinhas (LANDERS, 1988; BLACKWELL, 1987). O

laboratério de apoio € necessario para um diagnostico diferencial ou para confirmar o
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diagnostico clinico. No entanto, a identificacdo precisa do microorganismo causador ¢
tecnicamente dificil, devido fatores inerentes a estudos microbioldgicos e a complexidade do
microbioma vaginal (LANDERS, 1988; MARDH et al., 1998). Uma pesquisa realizada nos
EUA em que diagnosticos de consultorio e laboratdrio foram comparados, mostrou que o
diagnéstico do consultério encontrou candidiase em apenas 39,6% da casos de infec¢do por
Candida sp que foram diagnosticados no laboratorio. Para tricomoniase ¢ vaginose bacteriana

os numeros eram de 75 e 76,5%, respectivamente (FERRIS et al., 1995).

1.3 Vaginite Mista

A identificagdo de quadros de associa¢do entre microrganismos tem ocorrido com
alguma frequéncia entre vaginose bacteriana e Trichomonas vaginalis, bem como entre
vaginose bacteriana e Actnomyces sp (figura 02) (DI BARTOLOMEO et al., 2002). Eleutério
Jr e Cavalcante (2004) demonstraram a possibilidade da identificacdo simultdnea de
Gardnerella vaginalis e Mobiluncus sp (figura 03) em estudos microscopicos, 0 que nao
surpreende por estarem associados a VB. No entanto, a possibilidade de achado de agentes
aparentemente paradoxais ¢ possivel e poucos t€m se preocupado com a possibilidade de
observar a associac¢do entre a presenga de Gardnerella vaginalis e Candida sp,(figuras 04 e
05) que ¢ real (WEI et al., 2012). No entanto, muito embora se considere a diferenca de pH
como um fator a impedir a coexisténcia de candidiase e vaginose bacteriana, ndo se sabe ao

certo qual a frequéncia desta associacdo. (SOBEL et al., 2013).

Figura - 2. Morfotipo de Actinomyces sp (seta preta) em caso de vaginose bacteriana com
infiltrado inflamatério (SurePath 1000x)
Ld

g

Fonte: arquivo pessoal
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Figura 3. Morfotipo de Mobiluncus no citoplasma de célula escamosa em caso de vaginose
bacteriana com infiltrado inflamatério (SurePath 1000x)

Fonte: arquivo pessoal

Figura - 4. Pseudomicélios (Candida sp) (seta vermelha) e células indicadoras de vaginose
bacteriana(SurePath 400x) (seta preta).

: kS
Fonte: arquivo pessoal
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Figura - 5. Pseudomicélios (Candida sp) (seta preta) e células indicadores de vaginose
bacteriana (SurePath 1000x) (seta vermelha).

I
L8

Fonte: arquivo pessoal

Na sua forma mais simples, vaginite mista refere-se a presenca simultanea de dois ou
mais agentes patogénicos potenciais no trato genital, independentemente do significado
clinico destes individualmente. Ou seja implica que, pelo menos, dois ou mais processos
patogénicos, em vez de dois agentes patogé€nicos, por si sO, coexistem na vagina,
contribuindo cada um para os sintomas e sinais (MARDH et al., 1998). O processo pode ser
contemporaneo independentes ou dependentes. Por outro lado, se apenas um patéogeno ¢

responsavel por sintomas, o outro pode ser ignorado, estamos assim diante de uma caso de

co-infec¢ao (BROTMAN et al., 2010).

O conceito de vaginite mista tornou-se relevante por causa de consideragdes
terapéuticas na escolha antimicrobiana de agentes para tratar a vaginite sintomatica. Para esta
problemadtica deve-se pensar inicialmente que para infec¢do mista ocorrer, antes ja exista a co-
infeccdo, com apenas um agente patogénico que causa os sintomas. No entanto, com a
terapéutica erradicando o patégeno predominante, o quadro clinico altera, devido ao
surgimento seqiiencial do segundo patdogeno. Os dois quadros clinicos sao muitas vezes
consecutivos, distintos e facilmente diagnosticados, sendo frequentemente separados por dias
ou semanas da auséncia de sintomas e sinais. Este fenomeno de infecgcdo mista consecutiva ¢é
melhor descrito com VB e candidiase. Durante a apresentacao inicial, sintomas ¢ sinais da VB
sozinha sdo evidentes, apesar da culturas positivas de Candida sp, no entanto, apds a terapia
antibacteriana e desaparecimento das manifestagoes da VB, as mulheres retornam com novos

sintomas devido a CV, muitas vezes diagnosticada como uma VB recidiva, consequentemente
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ocorrendo um tratamento incorreto (SOBEL et al., 2013). Estes casos de vaginite mista
tendem a ser, portanto, subdiagnosticados, pois faltam parametros morfologicos nos exames
do cotidiano da clinica ginecoldgica para apontar que quadro potencialmente teria uma

associacao de candida sp. e VB.

1.4 Associacgao entre VVaginose bacteriana e atipias celulares

Tem sido sugerido que a VB, sendo a principal causa dos distirbios vaginais, comum
entre as mulheres em idade reprodutiva, pode desempenhar um papel na carcinogénese do
colo do tutero. Tem-se observado que anormalidades citologicas cervicais sdo encontrados
significativamente mais em mulheres com uma flora vaginal alterada, sugerindo uma possivel
associacao entre VB e o desenvolvimento de cancer cervical (BARRINGTON et al., 1997,
SCHIFF et al., 2000). As evidéncias sobre esta associagao tem sido até agora conflitante e
ainda ¢ uma questdo de debate. Os resultados de estudos anteriores que examinaram a relagao
entre VB e neoplasia intraepitelial cervical (NIC) variou de uma associagdo muito forte,
conforme descrito em um estudo retrospectivo por Platz — Christensen, Sundstrom e Larsson
(1994) que calculou um risco relativo de 5,0 para NIC III entre mulheres com VB, até para

nenhuma associagdao como no estudo de Peters et al. (1995).

Foi sugerido que cofatores adicionais participam na carcinogénese cervical. Podemos
citar como fatores, que podem ter um papel nesta progressdo, o tabagismo, uso de
contraceptivos, dieta e DSTs. (UTHAYAKUMAR et al., 1998; BOYLE; SMITH, 1999).
Porém outros mostram que a flora vaginal anormal pode produzir nitrosaminas cancerigenas,

supondo que VB pode ter um importante papel no desenvolvimento de NIC (PAVIC, 1984).

Estudos relatam que as nitrosaminas sdo substancias resultantes do nitrosacdo de
aminas, um processo que pode ser catalisado por enzimas bacterianas. Assim, a combinagao
de aminas, nitrito, nitrato e bactérias, que podem ser encontrado na vagina com VB, levanta a
possibilidade de que as nitrosaminas podem ser produzidas e subsequentemente atuar sobre o
epitelio do colo do tutero, de forma independente ou em conjunto com outro agente, por
exemplo um virus (BOYLE et al., 2003).

A mais refinada teoria quanto ao mecanismo pelo qual VB poder produzir neoplasia

cervical foi proposto por Pavic (1982). Neste trabalho, Pavic discutiu possiveis analogias
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entre cancer gastrico e cervical. Pois, ambos os sitios sdo protegido por um meio &cido e em
ambos, a elevacao de pH estimula a proliferagdo de bactérias potencialmente capazes de
sintetizar as nitrosaminas, em ambos o0s locais, onde a neoplasia ¢ precedida por metaplasia e
displasia. A hipdtese de trabalho, portanto, foi flora vaginal anormal, que aumentou tanto a
carga de bacterias anaerobias, como o pH, que produzem aminas e que combinadas com
nitritos produzidos por bactérias redutoras de nitrato, as nitrosaminas sdo formadas. A
hipotese de Pavic, relata que as nitrosaminas poderiam agir de forma independente no colo do
utero para produzir neoplasia, mas que era mais provavel que elas agiriam sinergicamente

com outro agente, provavelmente viral.

1.5 Métodos de identificacéo

Varios estudos tém demonstrado a presenga de Mobiluncus sp na vaginose bacteriana,
associada a Gardnerella vaginalis, com variavel prevaléncia (de 65 a 85%) conforme a
metodologia usada para a sua identificagdo (HELLBERG et al., 2001; HELLBERG et al.,
2000). Dentre os métodos diagndsticos considera-se ser o método de Papanicoloau o de
menor sensibilidade, embora tenha razoavel especificidade, para o diagnodstico da vaginose
bacteriana, bem como para identificagdo de morfotipos de Mobiluncus sp. Muitos estudos tém
observado a freqliente sintese por parte de Gardnerella vaginalis ¢ mesmo Mobiluncus sp de
substancias inibidoras de quimiotaxia levando a um caracteristico quadro de leucopenia nos
esfregacos cérvico-vaginais (ELEUTERIO Jr; CAVALCANTE, 2004). Entao, porque alguns

quadros diagnosticados como VB tém presenca de leucocitos?

Apesar de o exame de Papanicoloau nao ter como finalidade o diagndstico
microbiologico, a Nomenclatura Brasileira para Laudos Citolégicos (INCA, 2006) e o
Sistema Bethesda sugerem que o método pode apontar a presenca de morfotipos de bactérias,
fungos e parasitas (BOON et al., 2012). Autores ja estudaram o método de Papanicoloau,
identificando diferentes sensibilidades para diagnostico, especificamente de vaginose
bacteriana, candidiase e tricomoniase, variando entre 30 a 90% (ELEUTERIO Jr;
CAVALCANTE, 2004; AUDISI et al., 2001). O que ¢ compreensivel pela subjetividade do
método, para casos de baixa sensibilidade, por ndo usar objetiva de imersdo, e pelo fato de
haver o habito do uso de Papanicolau para rastreio, ndo para diagnostico microbioldgico.

Quem trabalha com Papanicolaou ¢ citopatologista, com um foco diferente do
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microbiologista. Mais recentemente, com a introdu¢do de métodos de citologia em base
liquida, parece ter havido uma melhora significativa nas taxas de detec¢ao de fungos, mas nao

de vaginose e de Trichomonas sp (TAKEI; RUIZ; HICKS, 2006).

1.6 Aspectos imunologicos

Todo e qualquer quadro vaginal deve sofrer influencia do sistema imune de sua
mucosa, que possui muitas particularidades, nem todas esclarecidas. As suas células epiteliais
além de constituirem uma barreira fisica impedindo a passagem de patogenos, também ativam
a resposta imunologica mediante percepcdo dos microorganismos agressores. (LEDGER,
2004 WITKIN et al., 2007; WIRA et al., 2005). Os macréfagos percebem a alteracao da
homeostase tecidual e estimulam o recrutamento de células como neutréfilos, macréfagos,
células dendriticas e linfocitos natural killer (NK) responsaveis pela imunidade inata
(SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010).

A VB surge quando ocorre um aumento entre 100 a 1000 vezes do numero das
bactérias anaerdbias. Sabe-se que os produtos bacterianos da anaerobiose instalada,
lipopolissacarideos (LPS), &cido lipotecoico (LTA) e peptideoglicanas (PGN), sdo ligantes
para toll-like receptor (TLR) e estimulam TLR4 ¢ TLR2. Esta ligacdo resulta na ativagdo de
respostas antimicrobianas e produgdo de citocinas pro-inflamatérias. Entretanto, em mulheres
com VB, observa-se aumento da citocina pré-inflamatéria (IL 1B), mas ndo se observa
aumento dos niveis de IL8, citocina responsavel pela migracdo de neutrofilos. Além disso, os
acidos graxos de cadeias curtas produzidas pelos anaerobios podem inibir citocinas pro-
inflamatorias afetando a migracdo das células, motivo pelo qual a VB ¢é considerada uma
condi¢do ndo inflamatoria (CAUCI et al., 2003; LEDGER, 2004; WITKIN et al., 2007;
JOHNet al., 2007; MIRMONSEEF et al., 2011).

Como o microambiente vaginal ¢ dinamico sofrendo constantes agressdes e mudancas
na composi¢do da flora, as células imunes atuam invariavelmente na manutencdo da
homeostase vaginal. Como ja salientado, os neutrofilos sdo células essenciais para combater
estas agressoes. Mas, especificamente na VB ha uma inibi¢ao de sua chegada a luz vaginal, o
que leva a esfregagos com auséncia ou pequeno niumero de células inflamatorias na maioria,
mas nao em todos os casos (SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010; AKGUT; EDWARDS, 2003;
FOX et al., 2010; DELEO, 2004; SONG et al., 2010; DOLGUSHIN; ANDREEVA;
PLEKHANOVA, 2008
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar achados citoldgicos e microbiologico vaginal na citologia em meio liquido

(SurePath®) em casos de VB com ou sem infiltrado inflamatorio

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar a freqiiéncia de infiltrado inflamatorio em casos de VB.

e Identificar a freqiiéncia de morfotipo Mobiluncus sp na VB e sua associagdo com
infiltrado inflamatorio.

e Identificar a freqiiéncia de morfotipo Candida sp na VB e sua associacdo com infiltrado
inflamatorio.

e Identificar atipias epiteliais na citologia em base liquida associadas a VB com e sem
infiltrado inflamatorio.

e Avaliar risco relativo de infeccdo mista na presenga de infiltrado inflamatorio.

e Avaliar risco relativo de atipia epitelial na presenca de infiltrado inflamatorio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de estudo: Foi realizado um estudo observacional, analitico de corte transversal.

3.2 Populacao de estudo

1132 mulheres com diagnéstico de vaginose bacteriana em citologia cervico-vaginal
em meio liquido (SurePath®) atendidas em consultorios de ginecologia e que tiveram seu
matérial enviado ao Laboratério Professor Eleutério da Costa (LabPEC) para analise

citopatologica no periodo de Outubro de 2012 a Junho de 2013.

3.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do trabalho os esfregacos que ndo foram diagnosticados com
vaginose bacteriana, fora do periodo do estudo e das pacientes que ndo assinaram o termo de

livre e esclarecidos proposto pela pesquisa.

3.4 Coleta de dados

Os casos foram divididos conforme diagnosticos e dados da ficha clinica das

pacientes.

3.5 Critérios de diagndstico

O diagnostico de vaginose bacteriana se deu pelo achado de mais de 20% de clue cells
no esfregaco citologico (SurePath®)(Figura 1). Os esfregagos foram avaliados por experiente
citopatologista em lente de imersdo, para identificacdo de morfotipos e infiltrado inflamatorio.
Foram pesquisados Trichomonas vaginalis, Candida sp.,(Figura 03) Mobiluncus sp.(Figura
02), Actinomyces sp.,(Figura 04), citopatia sugestiva de Herpes Virus Simplex. Foi
considerado infiltrado inflamatério a presenga de mais de cinco leucocitos

polimorfonucleados por célula epitelial em campo de imersao (1.000x).
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3.6 Estatistica
Para estudo de associagdo foi utilizado o teste exato de Fisher e Risco relativo com

intervalo de confianga de 95% utilizando o software Graphpad Prism 5.0.
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4 ASPECTOS ETICOS

Este projeto de pesquisa faz parte de trabalhos realizados desde o ano de 2008 na
Universidade de Campinas (UNICAMP), sendo submetido a avaliagdo e aprovacdo pelo
Comité de Etica em pesquisa desta referida universidade. Foi seguida as normas preconizadas
pela “Declaragdo de Helsink” e suas modificagdes (DECLARACAO DE HELSINKI, 1990) e
pela Resolugdo 496 do ministério da satide (INCA, 2014). Com protocolo niimero: 643/2008.
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5 RESULTADOS

A i1dade das mulheres estudadas variou de 14 a 73 anos (média = 34,3 + 10,9)
(TABELA 1) e com um numero de gestagdes referido entre 0 ¢ 11 (média = 1,5 + 2,08).
Apenas 209 (35,2%) referiam fazer uso de método contraceptivo, sendo o mais freqiiente o de
contracep¢do hormonal, oral e injetavel, com 115 casos (19,3%). No entanto em 539 casos

ndo havia dados referentes ao uso de algum método (TABELA 2).

Tabela 1. Distribuicdo 1132 pacientes com diagndstico de vaginose bacteriana por
citologia em meio liquido por SurePath® segundo a faixa etaria.

Varidveis
Idade (média +dp) 34,3 (10,9)
Idade (N[%])
Até 20 67(6,0)
21-30 340(30,0)
31-40 296(26,1)
41-50 183(16,2)
51-60 58(5,1)
60-70 19(1,7)
>70 01(0,1)
Total 964

Obs: em 168 casos ndo tinha a idade da paciente.

Tabela 2. Caracterisicas clinicas de 1132 pacientes com diagnostico de vaginose
bacteriana por citologia em meio liquido SurePath®

Variaveis

Numero de gestagdes (média +dp) 1,5 (2,08)

Método contraceptivo (N[%]) 209 (35,2)
Hormonal (oral e injetavel) 115(19,3)
Laqueadura tubéria 38 (6,4)
DIU(cobre e medicamentoso) 28 (4,7)
Coéndon 19 (3,2)
Histerectomia 04(0,7)
Sem coitarca 04(0,7)
Em uso de terapia hormonal 01(0,2)
Sem contracepgao 384(64,7)
Total 593

Obs: em 539 casos ndo havia nenhum dado com relagéo a contracepcéo.
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Dentre as pacientes estudadas, 830 (73,3%) ndo referiam sintoma. Dentre as que
referiam queixa, a mais frequente foi corrimento isolado, em 130 (11,5%) (TABELA 3).Em
886 casos ndo havia dados sobre o aspecto macroscopico do contetido vaginal e que quando
da presenca de conteudo vaginal aumentado o aspecto que mais prevaleceu foi o de cor
branco/leitoso com 115 casos (46,7%) (TABELA 4). No estudo dos achados de exame
ginecoldgico em exame especular de vagina e colo uterino observou-se que em 994 (87,8%)
dos casos foram classificados como normal e em 50 (4,4%) foi sugerido colpite (TABELA

5).

Tabela 3. Queixa principal referida na consulta de 1132 pacientes com diagnostico de
vaginose bacteriana por citologia em meio liquido SurePath®

Queixa N %
Sem queixa (exame de rotina 830 73,3
de prevengao de cancer)

Corrimento 130 11,5
Odor 108 9,6
Prurido 36 3,2
Dor pélvica 15 1,4
Odor e prurido 05 0,4
Histoérico de HPV 04 0,3
Ardor 03 0,3
Sangramento transvaginal 01 0,1
Total 1132 100

Tabela 4. Caracteristica macroscopica do contetido vaginal pelo médico solicitante do
exame de 1132 pacientes com diagnostico de vaginose bacteriana por citologia em meio
liquido SurePath®

Caracteristicas N %
Branco / leitoso 115 46,7
Amarelo 95 38,6
Cinza 20 8,1
Bolhoso 11 4.4
Incolor / aquoso 03 1,2
Esverdeado 01 0,4
Sanguinolento 01 0,4
Total 246 100

Obs.: em 886 casos nao havia nenhum dado com relacdo a aspecto macroscdpico do contetido
vaginal.
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Tabela 5. Achados ginecologico em exame especular de vagina e colo uterino em 1132

pacientes com diagnéstico de vaginose bacteriana por citologia em meio liquido
SurePath®

Achados do exame N %
Normal 994 87,8
Colpite 50 4,4
Ectopia 42 3,7
Zona de transformacao 16 1,4
atipica (ZTA)

Histerectomia 12 1,1
Colo friavel 08 0,7
In Virgo 08 0,7
Bartolinite 01 0,1
Herpes 01 0,1
Total 1132 100

Dentre os morfotipos pesquisados foram encontrados Mobiluncus sp. em 208 casos
(18,4%), Candida sp. em 86 casos (27,3%), Actnomyces sp. 05 casos (1,6%) quadro sugestivo
de Chlamydia trachomatis 05 casos (1,6%), Mobiluncus sp. e Candida sp. 04 casos (1,6%),
Mobiluncus sp. e Actnomyces sp. 03 casos (1,0%) Herpes simplex virus (HSV) 01 caso
(0,3%), Trichomonas vaginalis 01 caso (0,3%) e Mobiluncus sp. e Leptotrix sp. 01 caso
(0,3%) (TABELA 6).

Tabela 6. Morfotipos de patdogenos associados a quadro de vaginose bacteriana
(diagnosticado com presenca de mais de 20% de clue cells) em citologia em meio liquido
SurePath®.

MICROBILOGIA N %
Sem associagao 817 72,2
Com associacao 315 28,2
Mobiluncus sp 208 66,0
Candida sp 86 27,3
Actinomyces sp 05 1,6
Chlamydia 05 1,6
Mobiluncus sp e Candida sp 04 1,3
Mobiluncus spe Actinomyces 03 1,0
Trichomonas sp 02 0,6
HSV 01 0,3
Leptotrix sp e Mobiluncus sp 01 0,3
Total 1132 100

HSV: Herpes Simples Virus
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Utilizando-se o infiltrado inflamatério como preditivo de infeccao mista, observou-se
na presenga de infiltrado inflamatorio 55 (4,9%) casos com Mobiluncus sp.(Figura 02) e com
Candida sp 81 (7,2%). Na auséncia de infiltrado leucocitario para Mobiluncus sp. 160 (14%)
casos ¢ para Candida sp 09 (0,8%) casos. Identificou-se uma relagdo entre a auséncia de
leucocitos e a presenga de Mobiluncus sp. (RR =0.61 [(0,55-0,68)], ao passo que na presenga
de leucocitos houve uma chance maior de presenga de morfotipo de Candida sp. (RR

=5,47[(2,93-10,19)](Figuras 03 e 04) (TABELA 7).

Tabela 7. Correlagdo entre infiltrado inflamatorio (mais que 5 leucdcitos em campo de
grande aumento para cada célula escamosa) e morfotipos associados em pacientes com
diagnodstico de vaginose bacteriana (>20% de clue cells) em citologia em meio liquido
SurePath®.

Morfotipo associado Infiltrado inflamatério RR (IC 95%)
N(%)
Mobiluncus sp Presente 55(4,9) 0.61 (0,55-0,68)
Ausente 161(14) p<0,001
Candida sp Presente 81(7,2) 5,47(2,93-10,19)
Ausente 09(0,8) p<0,001

Obs: Para os outros morfotipos ndo foi possivel realizar Risco Relativo devido ao pequeno niimero de
€casos.

Em relagdo aos achados de atipias celulares encontrados em nosso trabalho tivemos 84
casos (7,5%) e dentre essas atipias, a que mais prevaleceu foi células escamosas atipicas de
significado indeterminado (ASC-US) com 43 casos (51,2%) (Figura 05) e lesdo intra-epitelial
escamosa de baixo grau (LSIL) com 32 casos (37%) (Figura 06) (TABELA 8).
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Tabela 8. Diagnostico de atipias celulares (84 [7,5%]) entre 1132 casos diagnosticados
como vaginose bacteriana em citologia em meio liquido por SurePath®.

ATIPIA N % (Dentre as % (Total)
atipias)
ASC-US 43 51,2 3.8
LSIL 31 37 2,7
AGC 04 4,8 0,4
ASC-H 03 3,6 0,3
HSIL 03 3,6 0,3
Total 84 100 7.5

ASC-US:Atipias em células escamosas de significado indeterminado.

LSIL:Lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau.

AGC: Atipias em células glandulares de significado indeterminado.

ASC-H: Atipias em células escamosas de significado indeterminado que ndo se pode excluir HSIL.
HSIL: Leséo intra-epitelial escamosa de alto grau.

Fazendo uma relagdo entre as atipias citoldgicas e infiltrado inflamatorio observou-se
ASC-US em 24 (2,1%) casos com infiltrado leucocitario e 19(1,7%) casos sem infiltrado
significado um (RR = 0, 86 ([0, 63 - 1,18]). J4 LSIL apresentou 20 (1,8%) casos com
infiltrado leucocitario e 11 (1,0%) casos sem infiltrado significado (RR = 1, 35([1, 02 - 1,
76]). Estes resultados mostram uma correlagdo significativa entre a presenca de infiltrado
leucocitario e achados de LSIL, onde demonstram a tendéncia de uma frequéncia importante

desta atipia, principalmente quando se detecta infiltrado inflamatorio no esfregaco vaginal.

(TABELA 9).



Tabela 9. Correlagao entre infiltrado inflamatério (mais que 5 leucécitos por campo de
grande aumento para cade célula escamosa) e atipias citoldgicas associados entre
pacientes com diagnoéstico de vaginose bacteriana (>20% de clue cells) em citologia em
meio liquido por SurePath®.

Atipia citologica Infiltrado inflamatorio RR (IC 95%)
N(%)
Presente 500 (44,2)
Sem atipia Ausente 547 (48,3)
Presente51(4,5)
Com atipia Ausente 33 (3,0) 1,27 (1,05-1,52)
ASC-US Presente 24 (2,1) 0,87(0,63-,1,18)
Ausente 19 (1,7) p=0,2729
ASC-H Presente 03 (0,3)
Ausente 00 (0,0)
AGC Presente 03 (0,3)
Ausente 01 (0,09)
LSIL Presente 20 (1,8) 1,35(1,02-1,76)
Ausente 11 (1,0) p=0,0298
HSIL Presente 01 (0,09)

Ausente 02 (0,2)

33
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7 DISCUSSAO

Das 1132 pacientes estudadas com idade entre 14 a 73 anos. Mais de 70% nao
apresentavam queixas clinicas e apenas 130 citaram como queixa principal o corrimento,
correspondendo a 11,5% que ¢ a queixa mais freqiiente de mulheres que buscam atendimento
ginecologico (EGAN; LIPSKY, 2000). Assim, muitos casos de VB diagnosticados
laboratorialmente ndo se traduzem em queixa para a paciente, portanto, alguns ndo seriam VB
clinicamente pelos critérios de Amsel (AMSEL et al., 1983). O que nos traz mais uma
questdo, qual a importancia clinica de casos com esta mudanca de flora vaginal em que a
mulher ndo apresenta sintomas? Com relacao a avaliagdo macroscopica do conteudo vaginal,
0 que mais prevaleceu foi o de cor branco/leitoso com 115 casos em 246 (46,7%) esta
varidvel foi avaliada, seguido por cor amarelo com 95 (38,6%). Percebe-se a inespecificidade
deste achado com relagdo ao diagnostico laboratorial, como ja demonstrado em outros

estudos. (GOMES, 2003; EGAN; LIPSKY, 2000).

Em relacdo aos achados ginecoldgicos, em exame especular de vagina e colo uterino,
foram diagnosticados com o normal 994 casos (87,8%) seguido por colpite (4,4%) com 50
casos, pode-se assim confirmar diante esses dados o que a literatura ja nos revela, que a VB ¢

considerada uma condi¢do ndo inflamatdria na maioria das vezes (CAUCI et al., 2003).

Avaliando a associacdo de morfotipo de Gardnerella vaginalis na VB com outros
morfotipos, verificamos uma associa¢do mais prevalente com Mobiluncus sp e Candida sp,
apresentando respectivamente 215 caos (19,1%) e 90 casos (8,0%), Eleutério Jr et al. (2012)
utilizando critérios e metodologia semelhante observou associagdo com Mobiluncus sp e
Candida sp em (15,8%) e (6,6%) de seus casos, respectivamente. Com relagdo a presenca de
Candida sp, nos quadros de VB deve-se considerar a diferenga de pH, como um fator a
impedir tal associagdo, dai ndo se sabe ao certo qual sua freqiiéncia. (ELEUTERIO Jr et al.,

2012).

Utilizando os critérios de Amsel e escore de Nugent na avaliacdo dos esfregacos
vaginais corados pelo método de Papanicolau, Eleutério Jr e Cavalcante (2004), avaliou a
contagem de morfotipos de Mobiluncus sp em esfregagos vaginais de pacientes com vaginose

bacteriana, onde encontram em 51,7% dos casos pelo exame de Papanicolau e em 46,8% pelo
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método de Gram. Hellberg et al. (2001) pesquisou morfotipos sugestivos de Mobiluncus sp,
em exame a fresco, encontrou 65,7% dos casos com VB. J4 Schwebke e Lawing (2001),
usando PCR (polymerase chain reaction), observaram Mobiluncus sp em 84,5% dos casos de
vaginose bacteriana. Nota- se que esta associagdo variou dependendo da metodologia
utilizada em cada pesquisa. Mas, a diferenca de populagdo estudada deve também influenciar.
Dai a necessidade de estudo em populacdes locais para se situar melhor com relagdao as
caracteristicas da VB.

Um estudo avaliou a associacdo de VB com Céandida albicans, realizado por Wei et al.
(2012), onde foi utilizada a pontuacdo de Nugent para VB em esfregacos vaginais (escore >
7), observando-se em 22,1% dos casos de associagdo com os morfotipos de Candida albicans.
Portanto, bem superior ao observado no presente estudo. Talvez métodos laboratoriais

diferentes e populagao diferente tenham influenciado os resultados.

Fazendo uma comparacao dos métodos e resultados com relagdo a associacao entre
VB e CV, pode-se observar que de acordo com Di Bartolomeo et al. (2002) que utilizou o
exame direto e cultura, houve uma freqiiéncia de 7,9% (16/202), WEI et al. (2012) utilizando
citologia oncotica convencional tal associacdo aconteceu em 22,1% (104/471), Saleh et al.
(2012) em Gram., cultura e BD Affirm VPIIITM® identificou associagdo em 11,7% (31/264),
e finalmente, Eleutério Jr et al. (2012) avaliando por SurePath observou a associa¢do em

6,7% dos casos.

Diante destes resultados, parece realmente haver uma associacdo entre VB e CV,
apesar da diferenca de pH ser um aparente obstaculo bioldgico. Os trabalhos apresentados
nesta discussdo utilizam metodologias diferentes com isso apresentam resultados diferentes,
onde se pode concluir que os achados desta associacdo podem apresentar uma variacdo de
aproximadamente de trés vezes, mostrando que alguns métodos sdo mais sensiveis para este
tipo de associagdo. As condigdes que podem estar associadas ainda sdo motivo de
investigagdo. Métodos de biologia molecular e de genética bacteriana deverdo ajudar a achar
muitas das respostas, mas estdo ainda muito além das possibilidades de diagnostico cotidiano
de ginecologistas, que deve ainda se ater a necessidade de um diagnostico morfoldgico tanto

do diagnéstico da vaginite quanto da vaginose.

Utilizando-se o infiltrado inflamatério como preditivo de infec¢do mista, foi

observado que na presenca de infiltrado inflamatério, houve uma associagao importante com a
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presenca de morfotipo de Candida sp (RR=5.,4). Entrementes a identificagao de Mobiluncus
sp na VB teve uma maior associagdo com um menor nimero de células inflamatoérias
(RR=0,6). Parecendo haver uma relacdo entre a auséncia de infiltrado e a presenca de

Mobiluncus sp, e a presenga de Candida sp com infiltrado inflamatorio.

Trabalho realizado por Eleutério Jr. et al. (2012), utilizando-se a mesma metodologia,
apresentou resultados proximos do nosso, onde parece haver uma relagdo entre a auséncia de
leucécitos e a presenca de Mobiluncus sp. (OR= 0,2409), ao passo que na presenca de
leucocitos houve uma chance maior de Candida sp. (OR= 175,1). Embora com uma razao de
chance grande o menor nimero de casos estudados enfraqueceu os resultados deste estudo
ampliando o intervalo de confianca, diferente da presente pesquisa que, embora com um risco

relativo menor, foi um achado mais consistente.

Estudo de Geisler et al. (2004) avaliou a contagem de leucdcitos vaginais em mulheres
com vaginose bacteriana em relacdo a infecgdes vaginais e do colo do tutero, onde estudou
296 mulheres com VB, a idade média de 24 anos e 81 % eram Afo-Americana. Os leucdcitos
vaginais elevados foram associados com sinais de vaginite, onde previu a candidiase (OR=
7,9, IC 95 % 2,2-28,9). Mostrado que na presenga de CV ocorre uma frequéncia maior da

presenca de leucdcitos.

Eleutério Jr. (2005), realizou trabalho onde avaliou 290 esfregacos cervicais, sendo
corados pelos métodos de Papanicolaou e Gram, pesquisou o infiltrado inflamatorio nestes
esfregacos. Utlizou o escore de Nugent como critério de diagnostico para confirmagao
diagnostica de vaginose bacteriana e identificagdo de bacilos curvos Gram negativo
sugestivos de Mobiluncus sp. Na avaliagdo pelo método de Gram, observou a presenca de
bacilos curvos, sugestivos de Mobiluncus sp. em 54% dos casos de vaginose bacteriana.
Avaliando a presenca de leucécitos, esta foi observada em 45,4% dos casos com auséncia de
leucdcitos, bem como poucos leucocitos. Entretanto em um numero substancial de casos a
leucopenia vaginal esteve ausente. Quando a contabilizacdo de leucocitos foi realizada,
levando-se em conta separadamente os casos, a presenca de bacilo curvo Gram negativo
(Mobiluncus sp) na bacterioscopia, foi associada aos casos em que a leucopenia predominou,
com 45% dos casos, contra uma distribuicdo mais paritiria nos casos com morfotipos de

Mobiluncus, com discreto maior niimero de casos associados a leucocitose em 55% dos casos.
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Outra pesquisa realizada por Eleutério Jr. e Cavalcante (2004), pesquisando a
contagem de morfotipos de Mobiluncus sp ¢ concentracdo de leucocitos em esfregacos
vaginais de pacientes com VB, utilizando Papanicolaou e Gram, obteve resultados que
mostram que na presenca de Mobiluncus sp (bacilos curvos), casos com leucocitose
predominaram (70,9%) ao passo que na auséncia de bacilos curvos predominaram casos sem
leucocitose (62,2%), portanto com diferenga significante (p<0,05). A esperada leucopenia nos
casos de vaginose bacteriana ndo foi constante, principalmente quando se observou a presenca
de Mobiluncus sp nos espécimes; nesta situagdo houve leucocitose em maior numero de
casos. Assim, a visualizacdo morfologica de Mobiluncus sp, quer no Gram, quer no
Papanicolaou, esteve associada, com mais freqiiéncia, a leucocitose. Tal fato traz uma
controvérsia levantada por Demirezen (2003) de que os casos com leucocitose, portanto,
citologicamente uma vaginite, ndo deveriam ser considerados realmente uma vaginose. Esta
hipotese pode ser discordante, uma vez que nem os critérios de Amsel et al. (1983), nem o
escore de Nugent, Krohn e Hillier (1991), sdo adotados para o diagnéstico da condicao, pois
ndo leva em conta a concentragdo de leucdcitos nos esfregacos vaginais. Tais achados
demonstram a complexidade que caracteriza essa condi¢do, que estd longe de estar

inteiramente esclarecida em sua génese e sua fisiopatologia.

Boyle et al. (2003) realizou estudo para investigar se a VB est4 associada a neoplasia
cervical intraepitelial, porém apresentou resultados, onde mostra esfregacos de citologia
cervical apresentando células inflamatdrias no grupo de pacientes com VB, sugerindo que a
VB pode produzir alteragdes inflamatdrias nas células do colo do tutero, uma constatagdao que
ndo concorda com a opinido da maioria, que VB ¢ uma condi¢do ndo inflamatoria. Mesmo
quando na presenca de Candida albicans, uma condi¢do conhecida como associada a
inflamagao, sendo controlada, ainda permaneceu uma associacdo entre VB e células
inflamatorias. As alteracdes inflamatdrias podem ocorrer como um resultado de infecgdo com
C. trachomatis que foi vista no trabalho também e o método utilizado para seu diagndstico
neste estudo ¢ menos sensivel do que ensaios de DNA que estdo agora mais amplamente

utilizadas. Isso garante uma investigacao mais aprofundada.

A capacidade de algumas bactérias anaerdbias associadas a vaginose bacteriana,
sintetizarem acidos capazes de inibirem a quimiotaxia (AL-MUSHRIF; ELEY; JONES, 2000)

leva a um quadro que citomorfologicamente pode ndao se apresentar como um processo
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inflamatoério, com infiltrado de células inflamatorias, muito embora tenha evidente alteragao
da microbiota vaginal. Uma das bactérias que tem esta capacidade mais bem estudada ¢ a
Gardnerella vaginalis e, secundariamente, o Mobiluncus sp., que agem como agentes
morfologicos sinalizadores de um quadro de anaerobiose bem mais complexo (AL-
MUSHRIF; ELEY; JONES, 2000; ELEUTERIO Jr, 1995). O fendmeno da leucopenia
(poucos leucdcitos) vaginal tornou- se tdo caracteristico da condicdo de vaginose bacteriana,
que quadros que preenchem critérios clinicos e laboratoriais desta situacdo seriam
considerados confusos quando o aspecto citomorfoléogico de um esfregaco denuncia uma
evidente infiltracdo inflamatoria, as custas primariamentede polimorfonucleares. (AL-
MUSHRIF; ELEY; JONES, 2000; CALZOLARI et al., 2000; DONDERS et al., 2000; FAN;
KE; LI, 1996; MOTA et al., 2000).

Avaliando a presenca de atipias citologicas entre os 1132 casos diagnosticados como
vaginose bacteriana nosso estudo, apresentou um total de 84 casos de atipias (7,5%) e dentre

estas, prevaleceu ASC-US com 43 casos (%51,2) e LSIL com 32 casos (37%). (Figuras 6 e 7).

Figura - 6. Célula escamosa atipica de significado indeterminado (ASC-US) (seta) em caso de
vaginose bacteriana sem infiltrado inflamatério (SurePath 1000x)

Fonte: arquivo pessoal
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Figura - 7. Lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau (LSIL) em caso de vaginose
bacteriana (SurePath 1000x) (seta)

“,.-~ ” " |
:t. -

Fonte: arquivo pessoal

Ja em trabalho realizado por Discacciat et al. (2006), que teve como objetivo analisar a
associacao entre VB e SIL utilizando o método de Papanicolau, mostrou que a VB foi
igualmente presente em mulheres de ambos os grupos: 18% de mulheres com SIL e 12% de
mulheres sem lesdo escamosa. Os resultados também foram semelhantes, quando o grau de
SIL foi levado em consideracdo. A VB foi detectada em 16% das mulheres com LSIL e em
12% das mulheres no grupo controle, enquanto que uma maior taxa de VB (33%) foi
encontrada entre as mulheres com Lesdo de Alto Grau (HSIL) em comparagdo com os

controles (12 %). Essa diferenca, entretanto, ndo foi estatisticamente significativa.

Outra pesquisa que relacionou a presenga de lesdo intraepitelial escamosa com VB, foi
realizada por Nam et al. (2006), onde foram selecionadas um total de 588 mulheres que
tiveram resultados de exame de Papanicolau apresentando alguma atipia citologica e
utilizando como diagnostico de VB (critérios de Amsel), observou que nao houve diferenga

estatisticamente significativa entre as pacientes do grupo VB presente e ausente.

Nam et al. (2006), estudou 510 pacientes e observou que entre 454 pacientes sem VB,
SIL foi diagnosticada em 384 pacientes (81,8%) ja entre as 56 pacientes com VB, SIL foi
diagnosticada em 53 pacientes (94,6%) ( p= 0,043 ), porém a andlise ndo revelou significincia
estatistica ( p = 0,081 ). O estudo mostrou que quando foi correlacionado VB e o grau de SIL,
os resultados mostram que a presenca de VB ndo estava associada com a gravidade da lesao

(p=0,777).
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Metanalise realizada por Evy et al. (2012) analisou estudos que buscaram resultados
para associacdo entre VB e SIL, mostrou que alguns resultados relatam que SIL foi
significativamente maior no grupo de mulheres com VB em relagdo as mulheres sem VB
(BARRINGTON et al.,, 1997) O estudo apresentou prevaléncia de 1,51 indicando uma

associacao positiva entre VB e LSIL.

Boyle et al. (2003) estudando 379 mulheres, sendo 117 VB positivo e 256 VB
negativo evidenciou que nao houve correlagdo entre a VB e a presenga de SIL, independente

da presenca de HPV de alto risco nas células cervicais.

A associagdo VB e SIL, precisa ser mais estudada para avaliar os resultados de cada
estudo e determinar, se possivel sua frequéncia, pois a maioria dos estudos ndo incide
especificamente sobre a associacao entre VB e lesdes cervicais. A grande questdo desta
associacgdo sdo as varidveis estudadas, por exemplo, populacional, pois varia de acordo com a
populacdo estudada, heterogeneidade na prevaléncia de VB entre os estudos que pode ser
significativa, variagdo em critérios de diagnostico para VB, alguns autores usam escore de
Nugent, outros, critérios de Amsel e presenca de clue cells. Para o diagnostico de lesdes
cervicais, alguns usam histologia e outros ndo e alguns especificam qual tipo de lesdo estdo
estudando para associar com VB. Essas diferencas acabam prejudicando o entendimento dos
resultados, podendo causar fatores de confusdo. Conceitos técnicos, a subjetividade, a
sensibilidade e especificidade do diagnostico podem também contribuir para a

heterogeneidade detectada.

Foi sugerido que um pH vaginal elevado, conforme presente em VB, na maioria dos
casos, pode fazer com que uma metaplasia escamosa no colo do utero, permanega por mais
tempo, fazendo com que a zona de transformacao fique vulneravel a agentes que promovam a
displasia como o HPV (HUDSON et al., 1997). A VB pode influenciar o aparecimento e
progressdo de lesdes pré cancerosas do colo do utero, mas ¢ também plausivel que a displasia
cervical favorece condi¢des para perturbacdo do meio vaginal normal e um promove
crescimento abundante de anaerobios. O papel da VB como um cofator na historia natural de
infecgdes pelo HPV e doengas relacionadas permanece dificil. E sabido que um nimero de
fatores comportamentais socio-demograficos e de estilo de vida influencia o risco da VB e

lesdes pré cancerosas do colo do tutero. Apesar de nao ser considerada uma DST
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(VERSTRAELEN, 2008) a VB esta associado com a atividade sexual, portanto, um candidato
para uma associagao epidemioldgica com NIC. Resta saber se existe uma relagao causal entre
VB e lesdes pré cancerosas do colo do utero, ou se ambas as condi¢cdes podem ocorrer

simultaneamente.

Dentre as atipias citoldgicas encontradas neste estudo, abordando a varidvel infiltrado
inflamatorio, observou-se que quando ndo houve atipias citoldgicas o infiltrado inflamatorio
esteve presente em 500 casos (44,2%). J& na presenga de atipias citologicas o infiltrado
leucocitario foi observado 51 casos (4,5%). Sendo que risco relativo para atipia citologica

ASC-US ou mais, foi de 1,3.

Estudo realizado por Jahic et al. (2013), avaliando associagdo entre vaginite aerdbica,
vaginose bacteriana e lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau, investigou 100 pacientes
realizando anamnese, exame ginecoldgico clinico, estudo do HPV, exame microbioldgico de
esfregaco vaginal e cervical. Relatou que a VB foi encontrada em 12 % das pacientes com
LSIL e em 4 % das pacientes com resultado normal. Apresentou um aumento estatisticamente
significativo no numero de leucécitos nas respostas com LSIL em relagdo aqueles com
resultado normal. Mostrando que houve uma relagao maior entre LSIL ¢ VB na presenca de
c€lulas inflamatorias. Havendo uma concordancia com nosso trabalho que mostrou um

RR=1,3 para LSIL na presenca de infiltrado inflamatorio

Os estudos que relatam e estudam a associacdo entre VB e atipias celulares na
presenca de infiltrado inflamatorios, precisam verificar além de outros fatores ja descritos, a
inflamagao cervical (que leva a danos genotoxicos através metabolitos oxidativos) possa esta
associado com NIC, podendo ser um cofator para lesdes cervicais de alto grau em mulheres
infectadas pelo HPV (CASTLE et al., 2001). Assim a VB como apresentado neste estudo
freqiientemente coexiste com uma cervicite (SWEET, 2000), significando uma microflora
vaginal alterada onde poderia, portanto, apresentar uma predisposicao indireta para a displasia

cervical.
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8 CONCLUSAO

. Correlacionando VB e infltrado inflamatério tivemos uma freqiiéncia com infiltrado

inflamatorio em 551 casos € na auséncia em 581 casos.

o A frequéncia dos casos de Mobiluncus na VB apresentou uma diferenca significativa,
levando-se em conta o infiltrado inflamatdrio, pois tivemos uma associagdo maior da auséncia

do infiltrado inflamatorio com a presenga de Mobiluncus.

o Nos casos de Candida sp na VB, tivemos uma presenca significativa deste patogeno

correlacionado com a presenca do infiltrado inflamatério.

o Nao tivemos uma diferenca significativa nos casos de atipias epiteliais na citologia em

base liquida associadas & VB com infiltrado inflamatorio e sem infiltrado inflamatorio.

o Utilizando-se o infiltrado inflamatério como preditivo de infecgdo mista, houve uma
chance maior de presenga de morfotipo de Candida sp. (RR =5,4702 (2,9360-10,1919). Desta
forma, fica evidente a necessidade de um estudo amplo e envolvendo outras comunidades
para estimar a real freqiiéncia da associagdo entre vaginose bacteriana e candidiase vaginal,

embasando novas perspectivas diagnosticas e terapéuticas.

o Fazendo uma relagdo entre as atipias citologicas e infiltrado inflamatdrio tivemos
LSIL com um (RR =1, 35([1, 02 - 1, 76]). Mostrando uma correlagdo importante entre a
presenca de infiltrado leucocitario e achados de atipia citoldgica do tipo LSIL. Ficando assim
a sugestdo para que na presenca de infiltrado inflamatorio deve-se pesquisar mais

cuidadosamente atipias citoldgicas, principalmente LSIL.

Concluimos, afirmando haver a necessidade de estudos mais amplos para que se possa
determinar a real frequéncia de casos de Mobiluncus sp na VB levando em conta o infiltrado
inflamatorio. Nos casos com Candida sp, parece haver realmente uma prevaléncia maior de
casos na presen¢a de infiltrado inflamatorio e que atipias citologicas precisam ser mais
estudadas nestes casos, levando-se em conta o infiltrado inflamatdrio e outras variaveis para

que se possa verificar e avaliar melhor sua frequéncia.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
O SIGNIFICADO DO INFILTRADO INFLAMATORIO EM PACIENTES COM
DIAGNOSTICO DE VAGINOSE BACTERIANA EM CITOLOGIA EM MEIO
LIQUIDO (SURE-PATH).

Ne: Data: / /

Pesquisador Responsavel: Prof.Dr.José Eleutério Junior
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, R anos,RG .End
erego: ,cidade de

Estou ciente que o objetivo dessa pesquisa € estudar pacientes com e sem problemas de corrimento
vaginal para descobrir o significado do infiltrado inflamatorio em diagndstico de vaginose bacteriana. Com os
resultados desse estudo, espera-se conseguir novas maneiras de tratar esse tipo de problema da mulher.

Fui informada que:

1- Serei atendida em consultorio de ginecologia com médico de minha escolha e que matérial coletado
durante consulta sera enviado ao Laboratorio Professor Eleutério da Costa (LABPEC). para realizagdo de analise
citopatologica, onde através deste serdo coletados dados para esta pesquisa. Tal procedimento podera causar um
leve desconforto momentaneo.

2- Exames coletados serdo avaliados pelo pesquisador no LABPEC.

3- A coleta dos exames ndo vai me trazer nenhum prejuizo e serd realizada durante o exame
ginecologico.

4- Nao irei receber qualquer beneficio a mais por participar da pesquisa.

5- Caso ndo aceite participar da pesquisa, sei que tenho assegurado agora e futuramente o mesmo
acompanhamento e tratamento médico

6- Tenho o direito de ser esclarecida sobre qualquer duvida que eu tenha sobre a pesquisa que estou
participando.

7- Todas as informacdes sobre mim obtidas na pesquisa ndo serdo identificadas com o meu nome. Serei
identificada apenas por um nimero.

8- Qualquer davida que venha a surgir, devido a minha participagdo na pesquisa, poderei entrar em
contato, em horario comercial, de segunda a sexta-feira, com Dr. José¢ Eleutério Junior telefone (085) 32530100.

Declaro concordar por minha livre e espontinea vontade, participar desta pesquisa que esta sendo
realizada com material colhido na consulta e que sera avaliado no Laboratorio Professor Eleutério da Costa pelo
Dr. José Eleutério Junior.

Fortaleza, / /

Assinatura da paciente:
Assinatura do pesquisador:
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