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RESUMO

A microbiota vaginal tem uma importancia fundamental na salide do trato genital feminino. A presenca de
Ureaplasma spp. tem sido relatada com frequéncia em estudos de correlagdo com o Papilomavirus Humano
(HPV). Objetivou-se determinar a prevaléncia de Ureaplasma parvum (UP) e Ureaplasma urealyticum
(UU) em mulheres com Vaginose Bacteriana (VB) e Candidiase Vulvovaginal (CVV) e correlacionar com
HPV. Extraiu-se o0 DNA gendmico de 64 amostras cervicais, utilizando o kit comercial QlAamp® DNA
Mini Kit. Identificou-se UP e UU por Multiplex PCR convencional e para HPV utilizou-se Nested PCR/
sequenciamento. Verificou-se que a prevaléncia de UP no grupo de CVV foi de 87,8% (29/33) e no de VB
foi de 96,7% (30/31). O UU demonstrou prevaléncia de 81,8% (27/33) nas amostras de CVV e 67,7%
(21/33) nas de VB. Quanto ao HPV, 27,2% (9/33) das amostras de CVV foram positivas para a presenca
deste patégeno e nas amostras de VB, 35,4% (11/31) das amostras também foram positivas. Observou-se
que existe uma tendéncia de infeccdo pelo HPV na presenca de Ureaplasma spp. em especial o UP.
Todavia, tal afirmagdo ndo pode ser confirmada neste trabalho por ndo demonstrar significancia estatistica.

Palavras-chave: Ureaplasma parvum; Ureaplasma urealyticum; Candidiase vulvovaginal; Vaginose
bacteriana.

ABSTRACT

The vaginal microbiota is of fundamental importance in the health of the female genital tract. The presence
of Ureaplasma spp. has been reported frequently in studies correlating with Human Papillomavirus (HPV).
We aimed to determine the prevalence of Ureaplasma parvum (UP) and Ureaplasma urealyticum (UU) in
women with Bacterial Vaginosis (BV) and Vulvovaginal Candidiasis (VVC) and correlate with HPV.
Genomic DNA was extracted from 64 cervical samples using the commercial QlAamp® DNA Mini Kit.
UP and UU were identified by conventional Multiplex PCR and Nested PCR/sequencing was used for HPV.
It was found that the prevalence of UP in the VVC group was 87.8% (29/33) and in the BV group it was
96.7% (30/31). UU showed prevalence of 81.8% (27/33) in CVV samples and 67.7% (21/33) in VB
samples. As for HPV, 27.2% (9/33) of the CVV samples were positive for the presence of this pathogen
and in the BV samples, 35.4% (11/31) of samples were also positive. It was observed that there is a trend
of HPV infection in the presence of Ureaplasma spp. especially UP. However, this statement cannot be
confirmed in this work because it did not show statistical significance.

1 Universidade Federal do Amazonas
*E-mail: crisantos@ufam.edu.br

Conjecturas, ISSN: 1657-5830, Vol. 22, N° 2



Keywords: Ureaplasma parvum; Ureaplasma urealyticum; Vulvovaginal Candidiasis; Bacterial
Vaginosis.

INTRODUCAO

A microbiota vaginal de mulheres em idade reprodutiva é normalmente e
predominantemente composta por diferentes Lactobacillus spp, os quais incluem
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners, Lactobacillus
jensenii, entre outros. A maioria produz H.O; e grandes quantidades de &cido lactico, em
destaque o Lactobacillus crispatus, o que ajuda a prevenir a infeccdo por outros
microrganismos sem induzir inflamacdo, sendo altamente benéfico. Todavia, as
comunidades de Lactobacillus iners sdo frequentemente instaveis e geralmente associam-
se & microrganismos anaerdbios incluindo os géneros Gardnerella sp., Ureaplasma sp. e
Prevotella sp. 0s quais possuem potencial de causar vaginose bacteriana. Além disso,
através de uma meta-analise realizada por Norenhag et al. (2020), observou-se que a
microbiota vaginal com dominéncia de Lactobacillus iners ou espécies ndo-lactobacillus,
apresentava um risco de 2 a 3 vezes maior para infecgdes por papilomavirus humano de
alto risco (HPV-HR) e displasia/cancer cervical quando comparado com Lactobacillus
crispatus (TACHEDJIAN et al., 2017; STOUT et al., 2020; NORENHAG et al., 2020).

A vaginose bacteriana (VB) € caracterizada por uma desordem vaginal
polimicrobiana que ocorre quando a microbiota vaginal dominante por Lactobacillus spp.
é alterada pela diminuicdo da proporcdo de bactérias produtoras de acido lactico, e o
consequente aumento do pH (>4,5) fato que propicia o crescimento de bactérias
anaerdbias, levando a uma disbiose da microbiota vaginal. Além disso, contribui para o
aumento do risco de infeccdo por patdgenos sexualmente transmissiveis. As bactérias
associadas a vaginose bacteriana incluem Gardnerella vaginalis, Megasphaera spp,
Atopobium vaginae, Dialister spp, Leptotrichia amnionii, Sneathia sanguinegens,
Porphyromonas asaccharolytica, e Prevotella bivia. Entretanto, ainda ndo foi descrita
uma etiologia especifica, sendo considerada como uma complexa interagdo micrdbio-
hospedeiro (ANATHAR et al., 2015; ONDERDONK et al., 2016; PETROVA et., 2013;
SOPER, 2020).

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infec¢do ou disturbio que afeta a mucosa
genital, mais especificamente as regides da vulva e vagina. Caracteriza-se pela presenca

exacerbada de Lactobacillus spp, que ocasiona a diminuicdo do pH devido a grande
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producdo de &cido lactico e favorece o aumento da colonizacdo por Candida spp. as quais
séo leveduras comensais da mucosa vaginal e digestiva que se tornam patogénicas durante
determinadas condi¢Bes que alteram o ambiente vaginal. Essa condi¢do é causada,
principalmente, pela espécie Candida albicans, uma vez que é capaz de aderir ao epitélio
vaginal com mais facilidade do que outras espécies de Candida, sendo responsavel por
80 a 90% dos casos. A segunda espécie mais importante nos casos de CVV ¢é a Candida
glabrata, a qual apresenta resisténcia aos agentes antifingicos, no entanto a CVV pode
ser causada por outras espécies de Candida (FURTADO et al., 2018; BRANDOLT et al.,
2017; CDC, 2020).

O maior enigma para o0s pesquisadores nos ultimos anos é a determinacdo do
estado autdctone da microbiota vaginal, ou seja, qual a variacdo das comunidades
bacterianas quantitativamente e qualitativamente que pode ser aceita como dentro dos
limites normais e que ndo desencadeiem estados patogénicos (DRELL et al., 2013). O
avanco das técnicas moleculares que permitem a identificacao de bactérias independentes
de meios de cultura tem revolucionado os estudos das comunidades bacterianas. A
amplificagdo de genes que codificam o 16S rRNA bacteriano e 0 sequenciamento de
ultima geracdo (NGS) com posterior analise das sequéncias por programas de
bioinformatica tem permitido um avanco e caracteriza¢do da microbiota vaginal saudavel
e patogénica (LINHARES et al., 2010; MITRA et al., 2015).

O estudo da microbiota vaginal de 187 mulheres utilizando sequenciamento de
ultima geracdo em quatro grupos com condicdes clinicas diferentes (flora autdctone,
CVV, VB e um grupo com lesGes pré-malignas e malignas do colo do Gtero) demostrou
a presenca de grande quantidade do género Ureaplasma nas mulheres com lesdes pré-
malignas e malignas do colo do Utero (COSTA-LIRA, 2017).

No estudo realizado por Szostek et al. (2014) analisou-se a relacdo entre a
presenca de agentes infecciosos detectados no trato geniturinario humano e as alteragoes
na expressdo da oncoproteina E6 do HPV-16 em linhagem de células SiHa. O
Ureaplasma urealyticum dentre todos os agentes infecciosos testados foi o que estimulou
a expressdo da proteina E6 do HPV- 16, resultando em quase cinco vezes 0 aumento nos
niveis de MRNA de E6 nas células SiHa. A atividade da oncoproteina viral E6 assim
como a E7, sdo as principais responsaveis pela tumorigénese mediada pelo HPV, tendo

em vista que ao integrar-se no DNA do hospedeiro, essas oncoproteinas sao
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superexpressas. A proteina E6 do HPV leva a degradacdo da p53 (proteinas supressoras
de tumor celular) por ligacdo direta a proteina celular ubiquitina ligase E6AP (proteina
associada a E6). Dessa forma, sugeriu-se que a infeccdo do trato urogenital por
Ureaplasma urealyticum (UU) poderia aumentar o risco de cancer do colo de utero
(SCHEFFNER et al., 1993 apud SZOSTEK et al., 2014).

Drago et al. (2016) encontraram uma forte correlacdo entre a neoplasia
intraepitelial cervical de grau 1, o HPV e a infecgdo por Ureaplasma parvum (UP). Seus
dados sugeriram uma possivel relacéo entre a infeccdo por UP e o desenvolvimento de
anormalidades citologicas relacionadas ao HPV. Amorim et al. (2017) estudaram 132
mulheres, sendo 62 mulheres com lesdes cervicais e 70 mulheres sem lesdes cervicais
com o objetivo de detectar agentes infecciosos sexualmente transmissiveis que poderiam
estar agindo concomitantemente com o HPV para a transformacgédo maligna das células do
colo uterino. Os autores concluiram que a carga de UP foi maior nas mulheres com les6es

cervicais.

O género Ureaplasma spp. caracteriza-se por bactérias em forma de cocobacilos,
desprovidas de parede celular, com didmetro de 0,2 a 0,3 um e que também sdo chamadas
de Micoplasmas, habitam o trato urogenital e sdo transmitidas por via sexual e
verticalmente através de fluidos corporais infectados. Sdo considerados agentes
patogénicos oportunistas visto que com frequéncia sdo isolados do trato urogenital de
pessoas saudaveis e também de doentes. Sdo bactérias que utilizam a uréia como fonte
energética, sendo incapazes de metabolizar carboidratos. Possuem 14 sorotipos divididos
em dois grupos: Ureaplasma parvum (sorotipos 1, 3, 6 e 14) e Ureaplasma urealyticum
(10 sorotipos restantes). Estdo presentes em maior propor¢do em individuos com
maultiplos parceiros sexuais. Muitos autores tém demonstrado a importancia do
Ureaplasma urealyticum na persisténcia da infeccdo do HPV de alto risco e
transformacdo maligna (LUKIC et al., 2006; VOORDE, BALZARINI & LIEKENS,
2014).

Mitra et al. (2015) estudaram amostras cervicais de 169 pacientes distribuidas em
92 lesOes intraepiteliais cervicais de alto grau - HSIL, 52 lesdes intraepiteliais cervicais
de baixo grau - LSIL, 5 (cinco) cancer invasivo e 20 controles sem lesdo e caracterizaram
a microbiota vaginal. Os pesquisadores concluiram que quanto maior a severidade da

lesdo maior a diversidade da microbiota vaginal que pode estar envolvida na persisténcia
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da infeccdo pelo HPV e progressdo maligna. Além disso, € aceitavel que existam
cofatores, relacionados ao microbioma vaginal, que podem interferir no processo de
infeccdo e persisténcia do HPV, mas também para o aumento do risco de
desenvolvimento de neoplasia cervical (SUEHIRO et al., 2019; CONTRERAS et al.,
2015).

Em recente trabalho publicado por Chao et al. (2019) onde estudaram microbiota
vaginal de 151 mulheres saudaveis sendo 65 HPV positivas e 86 HPV negativas também
sugerem um possivel papel da composicao da microbiota vaginal como modificadora da

infeccdo pelo HPV de alto risco e progressao das lesdes intraepiteliais para o canver.

Diante dos resultados de Costa-Lira (2017), e sendo o cancer de colo do Utero o
cancer mais prevalente nas mulheres do estado do Amazonas depois do cancer de pele
ndo melanoma (INCA, 2021) este trabalho tem por objetivo determinar a prevaléncia das
espécies de Ureaplasma parvum e Ureaplasma urealyticum em amostras cervicais de
pacientes com CVV e VB, assim como relacionar esses resultados com a presenca do
DNA do HPV.

MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal do Amazonas como adendo ao Projeto “Diversidade microbiana do trato genital

feminino” (COSTA-LIRA, 2017) e aprovado com CAAE n°07223419.7.0000.5020.
2.1.  Amostras

Utilizou-se um total de 64 amostras de material cervical coletadas no periodo de
outubro de 2013 a abril de 2014 de 33 mulheres com CVV e 31 mulheres com VB que
estavam armazenadas em freezer -80°C no laboratério de Diagndstico molecular do
Centro de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do Amazonas (CAM/UFAM).
As mulheres séo residentes no estado do Amazonas e atendidas na rede publica de saude.
Para categorizagdo das amostras em seus grupos clinicos foi realizado no momento da
coleta o teste do KOH a 10%, assim como medida do pH nos trés sitios ectocérvice,
endocérvice e vagina. Além disso foi realizado exame citoldgico de todas as mulheres. A
definicdo do grupo VB seguiu os critérios de Amsel et al.(1983), ou seja, presenca de
corrimento branco ou acinzentado com aspecto homogéneo ou microbolhoso, teste do

KOH positivo (Teste de Whiff), pH > 4,5 e citologia positiva para vaginose bacteriana.
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O grupo CVV foi definido utilizando dados clinicos e do exame especular como
corrimento branco, espesso e grumoso com prurido, teste de Whiff negativo, exame
citolégico com evidéncia de organismos morfologicamente semelhantes da Candida sp.,
além de pH < 4,5.

2.2. Extracdo e quantificacdo do material genémico total

A extracdo do DNA genbémico total foi realizada de acordo com o protocolo
adaptado do kit comercial QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Biotecnologia do Brasil
LTDA e mantidas a -20°C. A concentracdo de DNA das amostras foi estimada utilizando-

se 0 espectrofotdmetro NanoDrop®.
2.3. Controle enddgeno da viabilidade das amostras

Para confirmacdo da presenca do DNA cromossomal humano amplificavel
conservado e controle da viabilidade do DNA extraido realizou-se PCR convencional
para o gene constitutivo da B-globina que amplificam um fragmento correspondente a 235
pb.

2.4. Desenho dos iniciadores (primers)

Os iniciadores foram desenhados utilizando as ferramentas Primer BLAST e
Primer 3, atentando para a proximidade entre as Tm dos primers, evitando inter e
intracomplementaridade e amplificacdo de alvos indesejados, certificando-se da

especificidade dos iniciadores com os alvos (Tabela 1).

Tabela 1. Primers utilizados para a detec¢do molecular de U. parvum e U. urealyticum

Tamanho do
Microrganismo Primer* 5 Sequéncia Regido fragmento
3 (pb)
Ureaplasma  UUmg CCTGATGGAATATCGAAACGA ureB 139
urealyticum UUrev CTGGTGACCGTCCTATCCA
Ureaplasma UPmd  CTAATGCCAGGGGACCCAA deoD 620

parvum UPrev GTATTAGCACGCTCTGCGG

* forward (fwd) e reverse (rev).

Fonte: Grupo Diagndstico Molecular- FCF/UFAM, (2020).
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2.5.  Deteccao molecular de Ureaplasma parvum e Ureaplasma urealyticum

Utilizou-se PCR convencional multiplex para detec¢do do UP e UU. O sistema de
amplificacdo do DNA dos patdgenos citados foi padronizado huma reacéo cujo volume
final foi de 25 pL, sendo composto por 2,5 pL de Tampdo 10X, 0,8 pL de dNTP 10mM,
1,0 pL de MgCl2 50mM, 2,0 pL de UUswa 5pmol, 2,0 pL de UUrev 5pmol, 2,0 pL de UPswg
5pmol, 2,0 puL de UPry 5 pmol, 0,2 pL de enzima Platinum®Tagq DNA polimerase
(Invitogen, Brasil) 5U/ uL, 7,5 de 4gua Milli-Q, 5,0 uL de DNA.

A reacdo foi realizada no termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster City,
CA) e e os ciclos de temperatura consistiram na desnaturacdo inicial a 95°C/1min, seguida
de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C/45seg, anelamento a 55°C/45seg e extensédo a

72°C/45seg, seguidos de extensdo final a 72°C/5min.

Os produtos da reacdo de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel
de agarose a 2,5% (p/v), corado com 1uL de brometo de etideo [10mg/mL], em tampé&o
TEB 1X (Tris-Borato-EDTA), sob tens&o elétrica de 70 a 100 volts, por 80 minutos. Os
géis foram visualizados por fluorescéncia sob luz UltraVioleta em transiluminador

UVP™ e fotografados em sistema digital.
2.6. Deteccao do Papiloma Virus Humano

A deteccdo do Papilomavirus e sua genotipagem nas amostras de CVV e VB foi
realizado Nested-PCR utilizando os primers MY09/MY11 e GP5/GP6 (MANOS et
al.,1989; SNIJEDERS et al., 1990). O tipo de HPV foi determinado por sequenciamento
(método de Sanger), em aparelho ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City,CA, USA). As sequéncias foram editadas e alinhadas utilizando-se o
programa Bioedit 7.2.5 (Hall, 1999). As sequéncias no formato FASTA foram analisadas
e comparadas com as sequéncias depositadas no NCBI (GeneBank), utilizando o
programa BLASTN.

2.7.  Analises estatisticas

A andlise da significancia de diferenca de proporgdes e avaliacdo de existéncia ou
ndo de associacdo entre as variaveis qualitativas foi realizada utilizando-se o Teste Exato

de Fisher. O nivel de significancia utilizado nos testes foi de 5% com um intervalo de
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confianca de 95%. Todas as analises foram feitas atraves do pacote R2.9.0 (R Core Team,
2022).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 64 amostras mostraram-se viaveis para realizacdo da PCR convencional
Multiplex e foram padronizadas para concentragdo de 20 ng/ pL. Todas as 64 amostras
positivaram para o gene da betaglobina, assim, confirmou-se, ndo sé a presenca e
integridade do DNA humano, como também para a confiabilidade da deteccdo dos

patégenos em estudo.
3.1.  Deteccao molecular e prevaléncia de Ureaplasma spp. (PCR)

3.1.1. Deteccdo molecular e prevaléncia de Ureaplasma parvum e Ureaplasma

urealyticum em Candidiase Vulvovaginal (PCR)

Do total das 33 amostras cervicais de mulheres que apresentavam CVV, o
Ureaplasma parvum demonstrou prevaléncia de 87,8% (29/33) e o Ureaplasma
urealyticum 81,8% (27/33) neste grupo. Sendo este achado consistente com o estudo de
Foschi et al. (2018), que avaliou a presenca de Molliculites como o U. parvum e 0 U.
urealyticum em 23 mulheres com CVV e verificou que a prevaléncia de UP (65,2%) foi

maior que a prevaléncia de UU (8,7%).

Plummer et al. (2021), em trabalho realizado na Australia, verificaram por PCR
se a presenca M. hominis, UU e UP estava associada a sintomas e/ou sinais em mulheres
ndo gravidas atendidas em um servico de satde sexual. Como o M. hominis nao € alvo
deste trabalho, ndo iremos tratar aqui os resultados relativos a este patdgeno. Esse estudo
envolveu 1272 mulheres, das quais 32% (403/1272) testaram positivo para UU em 72%
(910/1272) para UP. Das pacientes positivas para UU apenas 100/403 (25%) foram
diagnosticadas simultaneamente com CVV, e das positivas para UP, 223/910 (25%)
estavam nessa mesma condicdo clinica, apresentando uma prevaléncia
proporcionalmente semelhante para ambas espécies. Os autores observaram que UU e UP
ndo apresentaram associagdo estatistica com os sinais e sintomas em mulheres ndo
gravidas, assim como a CVV. Nossos resultados demonstram que UP apresenta maior
prevaléncia em relagdo a UU e, apesar de uma alta prevaléncia destes patdgenos, ndo foi
observada relacdo estatisticamente significativa entre CVV com a presenga de UP e UU,

fato que corrobora com os resultados de Plummer et al. (2021).
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3.1.2. Deteccdo molecular e prevaléncia de Ureaplasma parvum e Ureaplasma

urealyticum em Vaginose Bacteriana

Do total de 31 amostras cervicais de mulheres com VB verificou-se que a
prevaléncia de UP neste grupo foi de 96,7% (30/31) e do UU foi de 67,7% (21/33), mas
apesar de uma alta prevaléncia em nossos resultados, ndo houve significancia estatistica
(p>0,05). Plummer et al. (2021) evidenciaram que tanto o UU quanto o UP apresentaram
associacao estatistica significativa com a VB (OR= 1,55, IC 95%:1,20-2,00) e (OR=1,45,
IC 95%:1,09-1,92), respectivamente.

Molina et al. (2007) pesquisaram a presenca de micoplasmas numa populacao de
89 mulheres que apresentavam vaginose bacteriana, utilizando a técnica de PCR
convencional e observaram que 77,5% (69/89) possuiam micoplasmas urogenitais dos
quais foram identificados como M. hominis (71%), UP (23,2%) e UU (5,8%). Em nosso
estudo ndo fizemos a deteccdo de M. hominis, porém observamos uma prevaléncia bem

superior do UP e UU em mulheres com VB.

Ainda, em um estudo feito por Rumyantseva et al. (2019), o qual utilizou a técnica
de qPCR para verificar a prevaléncia de Mycoplasma hominis, UP e UU em 754 mulheres
que foram diagnosticadas com vaginose bacteriana, observou-se que a prevaléncia de UP
foi de 59,9%, enquanto que a do UU foi de 13,5%, a saber o de Mycoplasma hominis foi
de 26,8%. Deste modo, observa-se que em situacGes de vaginose bacteriana, quando
comparadas as prevaléncias das espécies de Ureaplasma spp., 0 UP demonstra ser o mais
prevalente. De acordo com Taylor-Robinson (2017), os ureaplasmas ocorrem com maior
frequéncia nos casos de VB do que nagueles sem a doenga; no entanto, ndo apresentam
um papel definido nessa condi¢do clinica que pode se desenvolver na auséncia desses

microrganismos.
3.2.  Detecgdo do HPV

Ap0s a genotipagem do HPV nas amostras deste estudo, observou-se que 27,2%
(9/33) das amostras de CVV foram positivas para a presenca de algum tipo de HPV, sendo
estes 0 HPV-16 (1 amostra), HPV-31 (1 amostra), HPV-53 (1 amostra), HPV-54 (1
amostra), HPV-58 (2 amostras), HPV-61 (1 amostra), HPV-62 (1 amostra) e HPV-102 (1
amostra). Em relagdo as amostras de VB, verificou-se que 35,4% (11/31) apresentaram
positividade para o HPV, sendo estes o HPV-16 (4 amostras), HPV-33 (1 amostra), HPV
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-58 (1 amostra) e HPV-59 (1 amostra), HPV-61 (2 amostras), HPV-70 (2 amostras).
Observou-se que no grupo de mulheres positivas para CVV e VB, 0 gen6tipo prevalente
foi 0 HPV-58 com 22,22% (2/9) e HPV-16 com 36,36% (4/11), respectivamente. Além
disso, ao realizar uma andlise geral da infeccdo pelo HPV nas 64 amostras (CVV + VB)
do estudo, notou-se que 31,25% (20/64) das amostras apresentaram infeccdo pelo HPV.
Assim, dentre as 20 amostras positivas, 0 HPV-16 estava presente em 25% (5/20) dessas
amostras, seguido pelo HPV-58 com 15% (3/20) e o HPV 61 também com 15% (3/20).
O HPV- 70 com 10% (2/20); os demais tipos HPV (-31,33,53,54,59,62 e 102)
identificados representaram 5% (1/20) para cada um dos tipos. Dessa forma, observou-se
que o HPV-16 foi o genodtipo prevalente na amostragem geral (CVV+VB) do estudo.
Segundo de Villiers et al. (2004) e Mufioz et al. (2003) os HPVs encontrados nos dois
grupos os sdo classificados como alto risco: HPV-16, HPV-31, HPV-33, HPV-58 e HPV-
59; provavel alto risco HPV- 53; baixo risco: HPV-54, HPV-61, HPV-70; e risco
indeterminado: HPV-62 e HPV-102. Foram observados HPV de alto risco nas duas
condic@es clinicas CVV e VB, as quais apresentam risco de evoluirem para neoplasia
intraepitelial cervical e, se houver integracdo viral, para um cancer cervical. Observou-se
ainda que a presenca de HPV foi maior no grupo de VB e muitos trabalhos apontam que
quanto maior a diversidade microbiana, maior a tendéncia do HPV se tornar pesistente e
integrar-se ao genoma do hospedeiro (Lee et al., 2013; Chao et al., 2019). Portanto,
mulheres portadoras de HPV de alto risco necessitam de vigilancia epidemiolégica
(INCA, 2021; ZERLOTTI et al., 2018). E importante salientar que a metodologia

utilizada neste trabalho para genotipagem do HPV ndo permite avaliar coinfecgdes.
3.3.  Correlacdo do Ureaplasma spp e HPV

Para Martinelli et al. (2019) a infec¢do por HPV é a causa necessaria, mas nao
suficiente para o cancer cervical, tendo em vista que outros cofatores podem desempenhar
um papel, influenciando a persisténcia do HPV e o progresso da doenca cervical. Esses
cofatores podem ser patdgenos presentes na microbiota que podem diminuir a capacidade
do hospedeiro de resolver a infecgdo. Dessa forma, ao analisar a coinfec¢do (Tabela 2,
Gréafico 1) por UU/UP, UP/HPV, UU/HPV e UP/UP/HPV em ambos 0s grupos,
verificou-se que no grupo de CVV composto de 33 mulheres, 51,5% (17/33) foram
positivas para ambos os patdgenos (UU/UP), nenhuma foi positiva para a coinfeccdo
UP/HPV, 6% (2/33) para UU/HPV e 21,2% (7/33) para a coinfec¢do por UP/UU/HPV.

Jano grupo de 31 mulheres com VB, 41,9% (13/31) foram positivas somente para ambos
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o0s patogenos (UU/UP), 6,4% (2/31) para UP/HPV, nenhuma amostra foi positiva para a
coinfecgdo UU/HPV, 24,8% (8/31) foram positivas para a coinfecgdo UU/UP/HPV.

Realizou-se o teste de Fisher e OR para verificar a relagéo entre as infec¢des por
U. parvum e U. urealyticum com HPV, onde se observou tendéncia a infec¢éo por HPV
em amostras positivas para U. parvum e negativas para U. urealyticum (OR= 0,276 para
UP+HPV e OR= 2,35 para UU+HPV). Porém, os valores de p>0,05 (p=0,1714 para
UP+HPV e p= 0,3506 para UU+ HPV) demonstram que os dados ndo apresentam
significancia estatistica. Além disso, o teste exato de Fisher, também ndo mostrou
significancia estatistica (p> 0,05) da relacédo entre as variaveis Grupo (CVV e VB) e 0s
valores dos patdgenos (Tabela 2). No Grafico 1, é possivel observar que 0s dois grupos
demonstraram ter pouca diferenca em relagéo ao padréo de variacdo. Todavia, os valores
de razéo de chance (Odds Ratio, OR) indicam que as infec¢Ges de U. parvum e HPV
tendem a estar mais presentes no grupo de CVV (OR >1), j& o valor de OR igual a
0,4723162 indica que a infeccdo por U. urealyticum tende a ocorrer mais no grupo de VB
(Tabela 2).

Nesta pesquisa, apesar dos resultados ndo serem estatisticamente significativos,
verificou-se que existe uma tendéncia de infecgdo pelo HPV na presenca de Ureaplasma
spp. 0 que é um dado preocupante, visto que foi relatado em literaturas recentes que a
presenca de uma IST acaba ndo s facilitando a entrada e a persisténcia do HPV através
de uma inflamacdo cervical cronica e ulceracdo no epitélio cervical, mas também
ocasiona uma mudanca nas vias de resposta imunoldgica, assim tornando o individuo
suscetivel a infec¢do por outros patégenos ( VERTERAMO et al., 2009; ALOTAIBI et
al., 2020).

Além disso, verificou-se que o grupo CVV e VB demonstraram a prevaléncia de U.
parvum, sendo o grupo CVV o que apresentou tendéncia de coinfeccdo do U. parvum e o
HPV. Desse modo, essas duas condi¢des clinicas requerem uma atencéo especial, tendo
em vista que Drago et al. (2016) relataram a existéncia de uma forte correlagdo do
Ureaplama parvum com a neoplasia intraepitelial cervical de grau 1 e o HPV. Ainda, a
frequéncia, relativamente alta em ambas as condi¢es clinicas, encontradas neste projeto,
do Ureaplasma urealyticum também se torna preocupante, tendo em vista que Szostek et

al. (2014) demonstraram em seus estudos que a presenca de Ureaplasma urealyticum,
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pode aumentar o risco de cancer cervical através da superexpressdo do oncogéne E6 do

HPV, o qual é responsavel pela degradacdo da p53 (proteina supressora de tumor).

Tabela 2. Relagdo de positividade para U. parvum, U. urealyticum e HPV

Odds
Candidose  Vaginose Total H
Valores Fisher  ratioIC=
Vulvovaginal Bacteriana Geral
95%
Soma de U. parvum 29 30 59
Somente U. parvum 5 7 12
U parvss-L 1. 17 13 30
urealyticum 0,356 4,0574
U. parvum + HPV 0 2 2
U. parvum + U.
urealyticum + HPV 1 8 3
Soma d.e U. 27 21 48
urealyticum
SomcmAc U. 1 0 1
urealyticum
T e T
G srealyticam £ U, 17 13 30 02524 04723162
parvum
U. urealyticum +
HPV 2 0 2
U. urealyticum + U.
parvum + HPV 2 B 13
Soma de HPV 9 11 20
Somente HPV 0 1 1
HPV+ U. parvum 0 2 2
0,5919 1,457839
HPV + U. = 0 2 i
urealyticum
HPV+ U. parvum + 7 3 15

U. urealyticum

Fonte: Grupo Diagnostico Molecular- FCF/UFAM, (2020).

Um trabalho de revisdo sisteméatica e metanalise realizado por Ye et al. (2018)
analisou a associacdo infeccdo genital por mycoplasmas e infeccdo por HPV em mulheres
com citologia cervical anormal e cancer cervical e concluiram que o U. urealyticum e
U.parvum demostram uma associacao estatisticamente significativa com o aumento do

risco de infecgcdo por HPV (OR= 1.57; OR= 3,02), respectivamente.
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Grafico 1. Prevaléncia e coinfeccdo do Ureaplasma parvum, Ureaplasma urealyticum e HPV
no grupo de amostras de Vaginose Bacteriana e Candidiase VVulvovaginal.

Prevaléncia por grupo

Total 33

35
Total 31
30 7
8
5
W Soma de UP+UU+HPV
20 W Soma de UP+UU
W Soma de UP+HPV
17 13 W Soma de UU+HPY
15 Somente com HPY
Somente com UU
10 B Somente com UP
- 2 W Amostra negativa

5
5
1

1]

.

Prevaléncia

Candida Vaginose

Fonte: Grupo Diagnéstico Molecular- FCF/UFAM, (2020).

Costa-Lira (2017) em seu trabalho de doutorado onde estudou a diversidade
microbiana do trato genital feminino utilizando sequenciamento de ultima geragdo ap6s
amplificagdo das regides V1-V2 do gene 16S rRNA e observou que 0 género
Lactobacillus constituiu a maior proporcdo nos quatro grupos estudados, sendo flora
autoctone, CVV, VB e um grupo de mulheres com lesdes pré-malignas do colo do Utero.
Porém, observou um dado bem interessante que quando foi excluido o género
Lactobacillus das anélises, o grupo com lesdes pré-malignas do colo uterino o género

Ureaplasma foi o mais abundante.

Alotaibi et al. (2020) demonstraram em seus estudos a existéncia de uma
associacdo significativa entre Ureplasma spp., Mycoplasma hominis, HPV de alto risco e
citologia cervical anormal. Em estudo realizado por Martinelli et al. (2019) verificou-se
a presenga de coinfecgdo entre HPV e ISTs (InfecgOes sexualemente transmissiveis)
sendo o Ureaplasma parvum, o patdgeno sexualmente transmissivel mais prevalente
(37/65, 56,9%), seguido por Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium e
Trichomonas vaginalis. Portanto, & notavel a existéncia de uma associa¢do entre o

Ureaplasma spp. e a infeccdo pelo HPV.
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CONCLUSAO

Neste trabalho, ao analisar a frequéncia das espécies de Ureplasma spp. e
comparar com a positividade para o Papilomavirus Humano (HPV) em mulheres com
Candidiase e Vulvovaginal (CVV) e Vaginose Bacteriana (VB), verificou-se que em
ambas as condigdes clinicas houve a prevaléncia da espécie Ureaplasma parvum. No
entanto, ndo se observou significancia estatistica na presenca dos patdgenos nos dois
grupos, fato este que pode ter sido influenciado pelo tamanho amostral. Além disso,
observou-se que as mulheres positivas para VB e CVV apresentaram infeccdo por HPV
de alto risco. Todavia, apesar dos resultados referentes a coinfeccdo pelo HPV e
Ureplasma spp. ndo serem estatisticamente significativos, notou-se que houve uma
tendéncia de infeccdo pelo HPV na presenca de Ureaplasma parvum em mulheres com
CVV. Dessa forma, faz-se necessario a realizacdo de mais pesquisas, com um tamanho
amostral maior, envolvendo a presenca de Ureaplasmas spp na microbiota vaginal
infectada por HPV, principalmente em condi¢des de VB e CVV. Vale ressaltar que
existem dados na literatura que sugestionam a influéncia de ISTs na persisténcia da
infeccdo por HPV e esta persisténcia, por sua vez, pode evoluir para um quadro de

neoplasia cervical.
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