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RESUMO

Souza AC. Caracterizacéo e relacéo de leveduras do género Candida isoladas
das mucosas oral e vaginal de mulheres com lesGes causadas por HPV de alto
risco para cancer do colo do utero [dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade de
Séo Paulo, Faculdade de Odontologia; 2016. Versao Corrigida.

Este estudo caracterizou e relacionou as leveduras do género Candida isoladas
das mucosas oral e vaginal de mulheres com lesGes causadas por HPV de alto
risco para cancer do colo do utero. Foram examinadas 42 mulheres tratadas no
ambulatério de Patologia do Trato Genital Inferior do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo sendo, 30 com lesdes
uterinas de alto grau (G1) com média de idade de 36,5 anos + 11,1 e 12 com
lesbes uterinas de baixo grau (G2) com média de idade de 34,75 anos * 15,5.
Condicdes clinicas e dados laboratoriais sobre HPV foram coletados do
prontuario médico das pacientes; os dados socio-demogréaficos obtidos a partir
de um questionario apropriado. Para o estudo de associacao entre as variaveis
foi utilizada a analise de razdo de chance (Odds Ratio) a partir do programa
STATA 13.1. Foram identificadas associacdo entre lesdes uterinas de baixo
grau com cultura positiva em mucosa oral (OR= 0,215) e com presenca de
doencas crbnicas (OR = 0,167), sendo que pacientes com lesbes uterinas de
alto grau possuem maior prevaléncia para diabetes e os resultados indicaram
23% de prevaléncia de Candida spp. em mucosa oral e 27% em mucosa
vaginal, em pacientes do G1,no G2 foi de 42% em mucosa oral e de 33% em
mucosa vaginal. Entre as espécies encontradas em mucosa oral e vaginal das
pacientes, Candida albicans foi a mais isolada com 88%, seguida de C.
tropicalis (8%)e C. glabrata (4%). As cepas de C. albicans isoladas de ambas
as mucosas apresentaram sensibilidade a todos os antifingicos testados, ao
contrario da cepa de C. tropicalis isolada no Grupo 2, em mucosa vaginal, que
apresentou um perfil de resisténcia ao fluconazol. Assim, torna-se importante o
acompanhamento e supervisao por meio de exames clinicos e laboratoriais das
pacientes com HPV, reforcando a necessidade sobre cuidados, tratamento e

prevencéao de infeccdes relacionadas ao HPV e a Candida spp.



Palavras-chave: Mucosa oral. Mucosa vaginal.Cancer do colo do utero. HPV.
Candida spp.. Sensibilidade antifungica.



ABSTRACT

Souza AC. Characterization and relation of yeasts of the genus Candida
isolated from the oral and vaginal mucosa e of women with lesions caused by
high risk HPV for cervical cancer [dissertation]. S&o Paulo: Universidade de Sao
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2016. Versdo Corrigida.

This study characterized and related yeasts of the genus Candida isolated from
the oral and vaginal mucous membranes of women with lesions caused by
high-risk HPV for cervical cancer. Forty-two women treated at the Lower Genital
Tract Pathology Clinic of the University of S&o Paulo Medical School's Hospital
of Clinics were examined, with 30 high-grade (G1) uterine lesions with a mean
age of 36.5 years £ 11, 1 and 12 with low grade (G2) uterine lesions with a
mean age of 34.75 years + 15.5. Clinical conditions and laboratory data on HPV
were collected from patients' medical records; the socio-demographic data
obtained from an appropriate questionnaire. For the study of association
between the variables, Odds Ratio analysis was used from the STATA 13.1
program. An association between low grade uterine lesions with positive culture
in oral mucosa (OR = 0.215) and presence of chronic diseases (OR = 0.167)
was identified. Patients with high grade uterine lesions had a higher prevalence
for diabetes and the results indicated 23% prevalence of Candida spp. In oral
mucosa and 27% in vaginal mucosa, in G1 patients, in G2 it was 42% in oral
mucosa and 33% in vaginal mucosa. Among the species found in oral and
vaginal mucosa of patients, Candida albicans was the most isolated with 88%,
followed by C. tropicalis (8%) and C. glabrata (4%). The strains of C. albicans
isolated from both mucosa presented sensitivity to all tested antifungal agents,
unlike the C. tropicalis strain isolated in Group 2, in vaginal mucosa, which
presented a resistance profile to fluconazole. Thus, monitoring and supervision
through clinical and laboratory testing of HPV patients is important, reinforcing
the need for care, treatment and prevention of HPV-related infections and

Candida spp.

Keywords: Mouth mucosa. Vaginal mucosa. Uterine Cervical Neoplasms. HPV.
Candida spp. Antifungal sensitivity.
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1 INTRODUCAO

O cancer do colo do atero ou cancer cervical (CC) é o terceiro cancer
mais comumente diagnosticado no mundo e a quarta principal causa de morte
por cancer entre as mulheres. Em 2012 foram 527.600 novos casos e 265.700
mortes relacionadas ao CC em todo o mundo sendo que cerca de 90% das
mortes por cancer do colo do Utero ocorrem em paises em desenvolvimento.
Nos paises da América Latina, o CC causou mais de 28.000 mortes femininas
em 2012. Estima-se que em 2016 foram 16.340 novos casos no Brasil
(Bermedo-Carrasco; Waldner, 2016; INCA, 2016; Rashidet. al., 2016; Xiao et.
al., 2016)

O principal agente relacionado ao cancer do colo uterino € o
Papilomavirus Humano (HPV). Os HPV séo virus capazes de infectar a pele ou
as mucosas. Existem mais de 150 tipos diferentes de HPV, e cerca de 40
podem infectar o trato ano-genital causando alteracdes celulares geradas por
infeccdes persistentes por tipos especificos deste virus (INCA, 2016; Rashid et.
al., 2016).

Os genotipos sao divididos em "tipo de alto risco", onde se encaixam 0s
conhecidos como oncogénicos (genotipos 16, 18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 58
entre outros), e em "tipo de baixo risco" que geralmente causam lesdes
benignas, como os genotipos 6, 11, 40, 42, 43, 44 e 55. Os do tipo alto risco
estdo implicados em 99% dos casos do cancer cervical, de 40 a 80% dos
casos de canceres anogenitais e em aproximadamente 25% dos canceres de
cabeca e pescoco. Os genotipos HPV-16 e HPV-18 sdo 0s mais associados
com neoplasias intra-epiteliais cervicais de alto grau (NIC Il e Ill), responsaveis
por 70% de todos os carcinomas cervicais invasivos, seguidos pelos genotipos
45, 31 e 33 (Cordel et. al., 2015; Sung et. al., 2016; Xiao et. al., 2016).

Em mucosa oral, os genotipos 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 42 ja foram
isolados entre os mais de 150 tipos de HPV existentes. Estima-se que 0,4% da
populacdo possuem verrugas e condilomas na boca, enquanto até 12% dos

individuos com mucosa oral saudavel podem ter o virus na forma latente
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(Miller; Johnstone, 2001). Os mecanismos carcinogénicos das infec¢des virais
estdo relacionados com a sua interacdo com a regulagcdo génica, como a

imortalizagao celular (Park et. al., 1992; Meurman, 2010).

Embora a infeccdo pelo HPV seja necessaria para gerar o cancer do
colo do utero, ele sozinho ndo é suficiente para causar tal lesdo, sendo
necessaria a identificacdo de outros fatores de risco referentes a infecgéo pelo
virus e ao CC. Fatores de risco clinico-epidemiolégicos, como idade precoce de
casamento, multiplos parceiros sexuais, higiene genital, tabagismo, entre
outros, estdo frequentemente associados ao desenvolvimento de cancer
cervical (Pinto et. al., 2002; INCA, 2016; Rashid et. al., 2016), enquanto 0 uso
de dispositivos intra-uterinos (DIU) parece exercer um efeito protetor ao
desenvolvimento de CC (Shaw et. al., 2016).

Em relacdo a estes fatores de risco para infeccdo por HPV poucos
estudos foram realizados, gerando dificuldade na identificagdo destes.
Observando-se apenas um risco elevado de infec¢@o por este virus associado
a outras infeccBes como por Chlamydia trachomatis, Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) e Gardnerella vaginalis (Koskela et. al., 2000; Shaw et. al.,
2016).

Inflamacgdes recorrentes facilitam a proliferacdo celular, ajudam no
crescimento de células malignas, liberam citocinas, quimiocinas, radicais livres,
entre outros fatores, o que indica que em uma paciente com microbiota
anormal podem ocorrer mais alteracdes celulares do que em pacientes com
microbiota normal (Moss; Blaser, 2005; Dai et. al., 2010; Roeters et. al., 2010).
Diante disto em 2012, Rodriguez-Cerdeira et. al. avaliaram a associagcéo entre
infec¢des vaginais com infec¢do por HPV de alto risco para cancer do colo do
atero, incluindo candidiase vulvovaginal, devido a alta patogenicidade de
Candida albicans em permitir a penetracdo na mucosa, induzindo edema e
descamacgao celular, um dos poucos trabalhos na literatura que buscaram
observar esta associacdo. No entanto eles ndo encontraram associacgéo,

gerando interesse para novos estudos.
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Embora existam vérias evidencias da relagdo de Candida spp. em varios
tipos de céancer epitelial, a candidiase vulvovaginal ainda ndo parece ser um
fator de risco para carcinoma cervical ou lesdes cervicais displasicas, sendo o
maior interesse a relagdo Candida spp.e carcinoma esofégico e oral (Alnuaimi
et al., 2015).

Em relagdo a mucosa oral e o cancer bucal, o carcinoma espinocelular é
o tipo mais frequente com 90% dos casos, e os fatores de risco estdo bem
delineados (Pires et al., 2013). Entre eles a formacédo de pré-carcinogénios
como o acetaldeido a partir da ingestdo do alcool (Nieminem et al., 2009;
Uittamo et al., 2009), tabagismo e agentes infecciosos, como o HPV e a
candidiase crbnica (Schmidt et al., 2004; Meurman, 2010; Alnuaimi et al., 2015;
Sahingur; Yeudall, 2015).

Espécies de Candida podem colonizar a cavidade oral em até 50% dos
pacientes saudaveis, entretanto alguns fatores locais como uso de protese
(Henrique et. al. 2009) ou sistémicas, como deficiéncias nutricionais e
imunossupressao (Scalercio et al., 2007), podem desencadear a transformacao
dessa relacdo de comensal para patogénica (Sardi et al., 2013). Em 1969 dois
artigos foram os pioneiros em correlacionar a presenca de candidiase oral com
a progressao de displasia epitelial da mucosa oral (Cawson, 1969; Williamson,
1969). Contudo, atualmente existem poucos dados que permitam afirmar essa
relacdo patogénica (Meurman; Uittamo, 2008; Van Der Waal, 2010). Dados

estes ndo encontrados em relacéo a mucosa vaginal.

Atualmente a hipétese mais aceita sobre o efeito carcinogenético das
espécies de Candida sobre o epitélio mucoso € relacionado a producédo de
carcinogénios, ou a participagdo no metabolismo de pro-carcinogénios (Mohd
Bakriet al., 2010). Estudos de Krogh et al., 1987; Krogh, 1990; Ramirez-Garcia
et al., 2014, foram publicados sugerindo a participagédo de Candida albicans na
producdo de nitrosaminas, um carcinogénio oral, dados estes que sugerem,
inclusive, que C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis podem produzir

maiores quantidades de acetaldeido do que as outras espécies.
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A importancia entre a correlacdo da mucosa oral e vaginal esta no fatoda
disponibilidade da transmissdo da candidiase ocorrer da relacdo sexual-
oral/vaginal assim como a transmissédo pelo HPV. Um estudo realizado por
Castro-Silva et. al. (2012) observou que a pratica de sexo oral € muito comum
e que o uso de preservativo € quase nulo, o que aumenta a forma de
transmissdo de varias doencas consideradas como sexualmente

transmissiveis, como por exemplo, a candidiase e o HPV.

No entanto ainda sdo escassos 0s estudos que mencionam a
capacidade de Candida spp. em produzir carcinogénios em mucosa vaginal e
induzir o cancer cervical. Por isso, 0 presente estudo teve como objetivo
caracterizar e relacionar leveduras do género Candida isoladas das mucosas
oral e vaginal de mulheres com lesGes causadas por HPV de alto risco para
cancer do colo do utero, assim como avaliar as caracteristicas fenotipicas dos

isolados e o perfil epidemiolégico das pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer do colo do utero

O céancer do colo do utero é causado pela infec¢do persistente de alguns
tipos oncogénicos do virus HPV (Rashid et al., 2016). E um tumor que se
desenvolve a partir de alteracbes do colo do utero, sendo essas alteracdes
chamadas de lesdes precursoras, e sdo totalmente curaveis na maioria das
vezes, porém se ndo tratadas, podem, apds muitos anos, se transformar em
cancer (Coser et al., 2016; INCA, 2016).

As lesdes precursoras e 0 cancer em estagio inicial ndo apresentam
sinais ou sintomas, entretanto conforme a doenca avanca podem aparecer

sangramento vaginal, corrimento e dor (INCA, 2016).

E o terceiro cancer mais frequente na populacdo feminina, atras do
cancer de mama e do colo retal, e a quarta causa de morte de mulheres por
cancer no Brasil. A maioria das mortes por este cancer ocorre em paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Infeccées com HPV de alto risco sao
detectados na maioria dos carcinomas cervicais, sendo 0s mais comuns 0s
tipos HPV-16 e HPV-18 (Lowy; Schiller, 2012; INCA, 2016; Rashid et al., 2016).

Entretanto, além da presenca do HPV de alto risco € necessario que se
acumule alteracdes genéticas no genoma da célula hospedeira para que lesdes
pré-cancerosas progridam para o carcinoma. E o fenotipo imortal das inimeras
células cancerigenas que as distingue das células somaticas normais, visto que
estas se dividem em um numero finito de vezes antes de entrar em

senescéncia (Cohen et al., 2007; Molano et al., 2016).

Outra enzima que parece estar relacionada com o carcinoma cervical é a
glicose-6-fosfato que possui niveis elevados em varios tumores, e esta ligada

ao estresse oxidativo por inibir a proliferagéo celular e aumentar a apoptose.
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Porém guando em mulheres infectadas por HPV-16 e HPV-18 esta enzima tem

suas fung¢des diminuidas (Hu et al., 2015; Hu et al., 2016).

2.2 Infeccéo por Papilomavirus Humano

Os Papilomavirus Humano séo virus capazes de infectar a pele ou as
mucosas. Atualmente, sdo conhecidos mais de 150 tipos de HPV e cerca de 40
destes possuem afinidade pelo epitélio escamoso do trato genital inferior, que é
composto pelo colo, vulva, corpo do perineo, regido perianal e anal (INCA,
2016; Sung et al., 2016).

E uma das causas mais comuns de doencas sexualmente
transmissiveis, possuindo a capacidade de infectar o tecido epitelial; e cerca de
5 a 40% das mulheres sexualmente ativas apresentam positividade em testes
moleculares para HPV (Coser et al., 2016; Shaw et al., 2016).

A transmissdo do virus se da por contato direto com a pele ou mucosa
infectada. A principal forma é por via sexual, que inclui contato oral-genital,
genital-genital ou mesmo anal-genital. Assim sendo, o contagio com o HPV
pode ocorrer mesmo na auséncia de penetracdo vaginal ou anal. A

transmissdo pode ocorrer também durante o parto (Souza, 2015; INCA, 2016).

O HPV pode estabelecer uma relacdo inofensiva com o hospedeiro,
passando despercebido e regredindo espontaneamente, porém com a
persisténcia do virus podem surgir lesdes benignas ou progredir para o cancer,
principalmente no colo do atero, mas também na vagina, vulva, anus, pénis,
orofaringe e boca (Coser et al., 2016; INCA, 2016).

A persisténcia do HPV e a progressao para o cancer do colo do utero
dependem de varios fatores, como idade, tabagismo, uso prolongado de
contraceptivos, comportamento sexual e co-infeccdo com outros agentes

infecciosos de transmissao sexual, entre outras (Coser et. al., 2016).
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Pelo menos 13 tipos de HPV sao considerados oncogénicos,
apresentando maior risco ou probabilidade de provocar infecgbes persistentes
e estar associados a lesbes precursoras. Dentre os HPV de alto risco
oncogeénico, os tipos 16 e 18 estdo presentes em 70% dos casos do cancer do
colo do utero (Coser et al., 2016; INCA, 2016; Sung et al., 2016).

Alguns sao considerados como de baixo risco para o desenvolvimento
de cancer, sendo 0s mais comuns 0s sorotipos 6 e 11, relacionados a lesGes
benignas, como condiloma e Neoplasias Intra-epitelial Cervical — NIC I. J& os
de médio e alto risco, sorotipos 16 e 18, sao relacionados a lesdes de alto grau
— NIC I, lll e carcinoma. A figura 2.1 ilustra as alteracbes celulares e os
estagios de Neoplasia Intra-epitelial Cervical no colo uterino (Zardo et al., 2014;
Souza, 2015; Brito et al., 2016)

Figura 2.1 - AlteragBes celulares e os estagios da Neoplasia Intra-epitelial Cervical no colo
uterino

lamina basal

Fonte: Inca, 2002
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Na forma latente da infeccéo, a paciente ndo apresenta lesdes clinicas,
e a Unica forma de ser diagnosticada é por exame molecular que mostram a
presenca do DNA do virus. Entretanto, ndo € indicado procurar diagnosticar a
presenca do HPV, mas sim suas manifestacdes clinicas. Quando em infeccdo
subclinica, ndo sdo observadas lesfes a olho nu, sendo necessario diagnostico
por citopatologia, histologia ou do uso de instrumentos com poder de aumentar
sua visualizacdo apoés a aplicacdo de reagentes quimicos para contraste como
ocorre na colposcopia, peniscopia e anuscopia (Leto et. al., 2011; Souza, 2015;
INCA, 2016). J& na forma clinica, existem lesdes visiveis, representada pelo
condiloma acuminado, quase sem nenhum potencial de progressao ao cancer
(INCA, 2002).

O Papanicolaou é um exame citopatolégico preventivo do cancer do colo
uterino, que consiste na analise em microscopio das células coletadas da
ectocérvice e da endocérvice do colo do utero. Durante a coleta das amostras,
deve ser realizado um exame visual, onde pode ser observada presenca de
lesdo no colo do utero (INCA, 2002).

2.3 Candidiase vulvovaginal

A candidiase vulvovaginal (CVV) é causada por leveduras do género
Candida, dentre as mais comuns, a Candida albicans, que pode ser isolada em
80 a 95% dos casos. Apesar da alta incidéncia de C. albicans outras espécies
nao-albicans, como C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis, obtiveram um
aumento em sua frequéncia, devido ao aumento do uso indiscriminado de
antifangicos tépicos e sistémicos, principalmente os de dose Unica (Mintz;
Martens, 2013; Peixoto et al., 2014). E a segunda maior causa de infeccéo
vaginal, podendo afetar até 75% das mulheres em idade fértil, sendo que 5%
delas terdo infecgbes recorrentes (Medeiros, 2013; Cassone, 2015).

Para a saude da mulher € uma condicdo de grande importancia, pois
afeta milhdes de mulheres por ano, gerando desconforto, interferindo nas

relacbes sexuais e afetivas, podendo prejudicar o desempenho no trabalho.
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Todo ano, nos Estados Unidos, gera gastos na ordem de milhdes de dolares,
entre diagndsticos e tratamento, além da perda de produtividade da paciente;
promovendo cerca de 10 milhfes de visitas em consultorios ginecologicos
(Barbosa et al., 2012; Rodrigues et al., 2013; Gunther et al., 2014). Por ndo ser
uma doenca de notificacdo ndo existem dados oficiais sobre os gastos no

Brasil.

Os sinais e sintomas da CVV sao caracterizados principalmente por
prurido, edema, ardéncia, rubor, fissuras e secrecado branca grumosa (Pereira
et. al., 2012; Peixoto et. al.,, 2014). Por alguns autores é classificada como
simples e recorrente, em que a forma simples € caracterizada pelos sintomas
inflamatérios que ocorrem de forma ocasional e a candidiase vulvovaginal
recorrente (CVVR) ocorre de forma ciclica e frequente, assim é necessario que
haja trés ou mais casos de candidiase diagnosticados ao ano (Cassone et. al.,
2007; Lucas et. al., 2012). Na pratica, a manifestacéo clinica é utilizada para o
diagnostico da CVV, porém essas informacdes ndo sdo suficientes, sendo
indicados exames laboratoriais para um diagnostico completo e correto (Ferris
et. al., 2002).

Apesar das espécies de Candida colonizarem a microbiota vaginal das
pacientes, a origem da candidiase pode ser por via exdgena, quando
transmitida pelo parceiro sexual, podendo ser considerada como uma Infec¢éo
Sexualmente Transmissivel — IST (Barbedo; Sgarbi, 2010; Cassone, 2015;
Peixoto et. al., 2014).

2.4 Candidiase oral

Em mucosa oral a candidiase € uma infeccdo oportunista bastante
frequente, pois a Candida faz parte da microbiota oral como um micro-
organismo comensal. No entanto, possui varios fatores que aumentam a sua
viruléncia, como por exemplo, a capacidade deste fungo invadir camadas

superficiais do epitélio a partir da producéo de hifas e de proteinases, atividade
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que é aumentada em pH acido encontrado em saliva de pacientes doentes

(Sitheeque; Samaranayake, 2003; Sanjaya et al., 2011).

O aumento de Candida spp. € bastante evidente em pacientes fumantes,
que pode ser devido ao aumento de queratinizacédo epitelial, reducédo de IgA
salivar e diminuicdo da funcdo de polimorfonucleares, entre outros fatores. A
queratinizacdo epitelial influencia principalmente na melhor aderéncia de
Candida sp. na cavidade oral, influenciando na patogenicidade do fungo e no
desenvolvimento de pré-cancer e céancer (Meurman, 2010).Estudos
demonstraram a capacidade de C. albicans em induzir hiperplasia epitelial e
confirmaram a resposta hiperplasica do epitélio quando invadido por Candida

spp. (Meurman, 2010, Sanjaya et al., 2011).

2.5 Candida spp como fator de risco

Um numero crescente de espécies de Candida ndo-albicans vem sendo
observadas, principalmente em pacientes imunocomprometidos, como o0s
pacientes com cancer bucal. Candida sp. em geral é mais prevalente em
lesBes de carcinoma do que em mucosa bucal saudavel. As leveduras podem
invadir o epitélio oral e também podem estar casualmente envolvidas na

leucoplasia oral e alteracdes displasicas (Dahiya et al., 2003; Meurman, 2010).

Candida albicans pode estar relacionada com a colonizacdo de lesdes
orais pré-malignas ou malignas existentes, porém também podem promover a
geracdo e progressdo para o cancer. Um forte argumento para o papel
carcinogénico de Candida spp. € a producdo de carcinbgenos como a
formacdo de potentes carcinogenios N-nitroso-benzilmetilamina (NBMA) e o
acetaldeido (Hooper et al., 2009; Ramirez-Garcia et al., 2014). A producao de
proteinases e mediadores pro-inflamatorios por Candida spp. também podem
contribuir, indiretamente, para a carcinogénese, degradando as proteinas da
superficie da membrana e componentes da matriz extracelular (Kurago et al.,

2008; Mohd Bakri et al., 2010; Gall et al., 2013; Hettman et al., 2016).
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A NBMA é um composto pro-carcinogénico bastante relacionado com
cancer de esofago, pela alta concentragdo de nitratos e nitritos obtidos de
alimentos. Estudos relacionam o potencial catalitico de leveduras isoladas de
lesbes de leucoplasia e de mucosa normal em produzir NBMA a partir dos
precursores N-benzil-metilamina e nitrito. Indicando que as espécies de C.
albicans apresentaram o maior potencial de nitrosacdo, enquanto que C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata foram classificadas como as mais
baixas (Hsia et al., 1981; Krogh, 1990; Ramirez-Garcia et al., 2014).

Testes “in vitro” com cepas de C. albicans isoladas de pacientes com
cancer oral apresentaram a capacidade de produzir altos niveis de acetaldeido
carcinogénico, o que pode fornecer a possivel explicagdo para a génese do
carcinoma epidermoide. O acetaldeido é um produto intermediario da via do
piruvato, que converte o piruvato em acetil-CoA no citosol sob baixa tenséo de
oxigénio ou em condicdes anaerdbias durante a fermentacéo (Nieminem et al.,
2014; Alnuaimi et al., 2015; Bakri et al., 2015).

Existem cinco genes que codificam enzimas alcool desidrogenase
(ADH) para C. albicans, uma delas é a ADH1 que codifica uma enzima capaz
de funcionar na converséo de acetaldeido em etanol, tornando o uso do etanol
como fonte de carbono e energia. Estudos protedmicos demonstraram que a
ADH1 é um dos fatores que controlam a formacao e o crescimento do biofilme

em fungos (Nieminem et al., 2014).

Entretanto, ndo existem dados que relacionem a capacidade de Candida
spp. em produzir carcinogénios em mucosa vaginal, o que poderia ser também

um outro fator de risco para o cancer do colo do Utero.

2.6 Perfil de Sensibilidade aos antifungicos

O perfil de sensibilidade aos antifungicos € a forma como as espécies de

fungos se comportam frente a diferentes concentracbes dos antifingicos
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existentes, sendo classificadas como sensiveis ou resistentes a terapia. A
sensibilidade as drogas antifingicas varia entre as diferentes espécies de
Candida, fato este que realca a importancia em se identificar as espécies
relacionadas a infeccdo, bem como em determinar a Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) dos antifingicos para que, dessa forma, seja possivel evitar o
aparecimento de cepas resistentes, realizando a conduta terapéutica adequada
ao paciente (St-Germain et al., 2001).

Existem vérios testes que podem ser usados para a determinacdo da
sensibilidade antifangica, tais como a diluicio em meio liquido por técnicas de
macro e microdiluicdo, como o EUCAST, e difusdo em agar a partir de discos e

fitas, como o E-test, com concentra¢cdes variaveis de antifiingicos.

A validacdo e a aceitacdo de novos métodos podem variar, sendo que
todos buscam a concordéancia com os métodos preconizados pelo 6rgdo que
inicialmente foi chamado de NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards) e hoje se chama CLSI — “Clinical for Laboratory
Standards Institute” (Rex et al., 2001; Pfaller et al., 2007).

Em 1992 foi publicado pelo NCCLS o documento M27-P, que estabelece
valores de referéncia para a realizacdo dos testes de sensibilidade "in vitro"
pelos métodos de macro e microdiluicdo em caldo e define a interpretacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) para avaliar a eficacia de alguns
antifangicos (Duranet al., 2003; Sanglard, 2002; Takakura et al., 2004; Espinel-
Ingroff et al., 2006), principalmente para Candida spp. e Cryptococcus
neoformans (Linares et al., 2005). Em 2002, foi aprovado o documento M27-
A2, propondo algumas alteracbes ao documento M27-A, publicado
anteriormente (Acikgozet. al., 2004; Anredrupet. al., 2001). E, em 2008, foi
publicado o documento M27-A3 que inclui os valores de sensibilidade e
resisténcia as drogas anidulafungina para os ensaios de susceptibilidade para

Candida spp. e Cryptococcus spp.

No intuito de melhorar a performance do método de referéncia CLSI
M27-A2, o Comité Europeu de Testes de Susceptibilidade (EUCAST) propbs
algumas alteragcbes ao documento do CLSI e, o Subcomité de Testes de

Susceptibilidade aos antifungicos (AFST) desenvolveu o método que hoje é
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chamado de EUCAST EDef 7.3. Apesar de ter como base o método de
referéncia para microdiluicio em caldo (documento M27-A2) ele incorpora
algumas modifica¢des, tais como automatizacdo da técnica onde a leitura do
perfil de resisténcia € realizada por espectrofotdmetro; diminuicdo do periodo
de incubacao de 48 para 24 horas; adicdo de 2% de glicose que pode melhorar
a interpretacéo dos resultados; um inéculo de células maior (0,5 x 10° a 2,5 x
10°> UFC/mL) e microplaca de 96 orificios com fundo plano. Com relacdo a
concordancia com o método de referéncia varios trabalhos tém mostrado 6tima

correlacdo (Cuenca-Estrella et al., 2010; Rodriguez-Tudela et al., 2010).
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo primario

Este estudo teve por objetivo caracterizar e avaliar a relagdo entre as
espécies de Candida isoladas das mucosas oral e vaginal de mulheres com

lesGes causadas por HPV de alto risco para cancer do colo do Gtero.

3.2 Objetivos secundario

e Analisar o perfil epidemiolégico e socio-demogréafico das

pacientes com lesdes no colo uterino de alto e baixo grau;

e Avaliar a prevaléncia de Candida spp. Encontradas na
mucosa oral e vaginal das mulheres com lesbes por HPV;
e Identificar as espécies de Candida spp. da mucosa oral e

vaginal das mulheres com lesdes por HPV;

e Relacionar as leveduras do género Candida isoladas das
pacientes com HPV de alto risco para cancer do colo do Utero
com lesdes uterinas de alto grau (Grupo 1) e de baixo grau
(Grupo 2);

e Determinar e comparar o perfil de sensibilidade “in vitro”
aos antifungicos, de todas as cepas isoladas, através do

método de EUCAST frente a quatro farmacos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

A casuistica foi composta por 42 mulheres com HPV de alto risco para
cancer do colo do utero, examinadas no periodo de maio a setembro de 2016,
com média de idade de 36 anos + 11,4, atendidas no Ambulatorio de Patologia
do Trato Genital Inferior (PTGI), do Servico de Ginecologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(HC/FMUSP).

Os dados sobre HPV e lesdes uterinas de alto e baixo grau foram
obtidos a partir do prontuario médico das pacientes, além de informacdes
sécio-demograficas a partir de um questionario apropriado (Anexo A). Através
do questionario obtivemos dados epidemioldgicos e socio-demograficos das
pacientes além de historico da vida sexual e presenca de sinais e sintomas
caracteristicos de infec¢éo vaginal.

O presente estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (FOUSP), nimero do
parecer 1.484.248 (Anexo B) e Departamento de Ginecologia e Obstetricia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(Anexo C). A participacdo das mulheres ocorreu mediante a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo D). As mulheres

participantes foram divididas em dois grupos:

e Grupo 1: Portadoras de HPV de alto risco para cancer do colo do
Utero e com lesdes uterinas de alto grau, n=30.
e Grupo 2: Portadoras de HPV de alto risco para cancer de colo do

Utero e com lesdes uterinas de baixo grau, n=12.
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4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas mulheres gravidas, no periodo menstrual, ou nao

aceitaram em participar da pesquisa e/ou néo assinaram o TCLE.

4.3 Critérios de inclusao

Para o grupo de estudo foram incluidas mulheres portadoras de lesdo no
colo uterino de alto grau (NIC II, Ill e carcinoma) e baixo grau (NIC I) para
neoplasias e portadoras dos sorotipos de HPV de alto risco para o cancer do

colo uterino e em acompanhamento no ambulatério de PTGI do HC-FMUSP.

4.4 Coleta do material

De cada participante, amostras de raspados da mucosa oral foram
obtidos através de movimentos circulares na mucosa jugal com o auxilio de
dois “swabs” estéreis e alginatados (Cefar®) e para a coleta da mucosa
vaginal, foi necessario o auxilio de espéculo sem lubrificante para acesso a
cavidade vaginal, e realizado dois raspados na parede lateral da cavidade

vaginal com “swabs” estéreis e alginatados (Cefar®).

Em mucosa oral somente foram coletadas as amostras de secrecao oral
sem levar em consideracao a presenca de possiveis manifestacdes clinicas de
infecgéo por Candida spp. Em mucosa vaginal, além da coleta das amostras de
secrec¢ao vaginal, também foram anotados dados que indicavam a presenca de
sinais clinicos de infec¢do vaginal. Todas as coletas foram feitas em duplicata e
realizadas pela mestranda Ana Clara de Souza (coleta da mucosa oral) e pela

ginecologista Noely Paula Cristina Lorenzi (coleta da mucosa vaginal).
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Apoés a coleta os materiais foram encaminhados para o Laboratério de
Micologia do Departamento de Farméacia da Universidade Estadual do Centro
Oeste sob responsabilidade do Farmacéutico Prof. Dr. Marcos Ereno Auler,
para incubacéo e realizacdo dos testes. O material coletado foi semeado em
meio agar Sabouraud Dextrose (ASD) acrescido de Cloranfenicol a 2% e em
meio cromogénico (CHROMAGAR Candida®) para identificacdo presuntiva das

leveduras.

4.5 Identificacéo das leveduras isoladas

As leveduras isoladas foram identificadas de acordo com os métodos
preconizados por Kurtzman et. al. (2011), a partir dos seus aspectos macro e
micromorfolégicos, producdo de tubo germinativo e pesquisa de
clamidoconideos. Também foi realizada a identificagdo por meio cromogénico.

4.5.1 Caracterizacdo macromorfolégica

Os aspectos macromorfologicos foram analisados em relacdo a sua

coloracao, formato das bordas e textura das col6nias isoladas.

4.5.2 Caracterizagdo micromorfologica

Para a caracterizacdo micromorfolégica foram realizadas provas de

producéo de tubo germinativo e pesquisa de clamidoconidios.
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4.5.2.1 Prova de producéo de tubo germinativo

Este teste foi realizado para triar amostras de C. albicans e C.
dubliniensis das demais leveduras. Para essa pesquisa, as amostras de
leveduras foram cultivadas em ASD a 37°C por 48h. Uma algada de cada
amostra foi inoculada em tubos contendo 0,5 mL de soro fetal bovino

(Cultilab®, Brasil), na escala3 de McFarland.

As amostras foram mantidas por um periodo de 1 a 3 horas, em estufa
bacteriologica a 35°C para verificar a formacdo do tubo germinativo. Em
seguida, foi realizada a leitura a partir de uma alcada do conteudo liquido
acima descrito, colocando em lamina de microscopia com laminula e
visualizando em microscépio 6ptico (40x). Foi considerada prova positiva nos
casos em gue ocorreu a formacéo de filamento fino e cilindrico originado do
blastoconidio da levedura com uma extensdo sem constricdo (Lacaz, 2002)
(Figura 4.1).

Figura 4.1 - Formac&o de tudo germinativo (seta) em amostras de C. albicans

Foto cedida por: Dra. Luciana da Silva Ruiz, Instituto Adolfo
Lutz — CLRII, Bauru/SP
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4.5.2.2 Microcultivo em agar fubéa

O microcultivo em agar fuba foi utilizado para a observacao da formacéao
dos clamidoconidios, para isso as amostras isoladas foram repicadas em ASD
e incubadas a 25°C por 24h. As colénias jovens foram subcultivadas em
laminas com meio de cultura 4gar fub& acrescido de Tween 80, coberto por
uma laminula estéril, e incubado a 25°C, por até 96h. Foram pesquisadas em
microscopia Optica, em objetivas de 10 e 40x, estruturas redondas de parede
espessa, isoladas ou em cachos, na extremidade das pseudohifas. Os
clamidoconidios terminais e intercalares sdo caracteristicas de C. albicans
(Figuras 4.2).

Figura 4.2 - Microcultivo em lamina de C. albicans

Foto cedida por: Dra. Luciana da Silva Ruiz, Instituto Adolfo Lutz— CLRII, Bauru/SP.
A: Clamidoconidios terminais em amostras de C. albicans.
B: Formag&o de pseudohifas em amostras de C. albicans.
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4.5.3 Semeadura em meio cromogénico

A técnica de semeadura em meio cromogénico é um metodo presuntivo
de identificagéo de leveduras do género Candida. Para a realizagao deste teste
foi realizada a semeadura por técnica de esgotamento, em meio
“CHROMAGAR Candida®” e incubadas a 30°C por 48h.

A identificagdo presuntiva foi realizada de acordo com a pigmentacio
das leveduras, conforme a descricdo do fabricante (CHROMAGAR Candida®
Microbiology, BioMerieux, Paris, Francga), indicando que Candida albicans
possui crescimento de coloracéo verde clara (Figura 5.2), C. dubliniensis verde
escuro, C. tropicalis azul esverdeada a azul metalizado, C. krusei rosa claro
com um contorno esbranquicado e as demais espécies, adquirem coloracdo
malva claro a escuro (rosa a violeta) ou, nos casos em que nao € utilizado
nenhum dos substratos cromogénicos, irdo apresenta a sua cor natural (creme

a branco).

4.6 Perfil de sensibilidade aos antifungicos

O teste escolhido como método de avaliagdo da sensibilidade das
amostras isoladas frente aos antifUngicos foi a técnica de microdiluicdo
segundo EUCAST - European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing
(Arendrup et al., 2015). Os antifungicos utilizados foram anfotericina B,

fluconazol, voriconazol e caspofungina.

Para a realizacdo do ensaio foram utilizadas cepas padrdo ATCC6258
(Candida krusei) e ATCC 22019 (Candida parapsilosis).
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4.6.1 Microdiluicdo — EUCAST

Esta metodologia segue os mesmos procedimentos do documento CLSI
M27-A2 (2002), entretanto, apresenta algumas alteracbes em alguns pontos do
procedimento, como descrito na revisao de literatura (item 2.6).

O meio de cultura utilizado foi o0 meio sintético RPMI-1640 em caldo com
tampdo MOPS (acido 3[N-morfolino] propanosulfénico) 0,165 mol/L (Sigma),
com L-glutamina, pH 7.0 (com indicador vermelho de fenol) suplementado com

2% de glicose.

A partir dos repiques de 24h, foram preparadas suspensdes em salina
0,145mol/L de NacCl, estéril padronizadas de acordo com a escala 0,5 de
McFarland (bioMérieux), com aproximadamente 1-5 x 10° células/mL. Estas
suspensdes foram agitadas em vortex durante 15 segundos e a densidade
celular entre os indculos foi definida por espectrofotdmetro, com comprimento
de onda de 530 nm. A partir desse indculo foi realizada uma diluicdo 1:10 em
meio de cultura RPMI 1640 com 2% de glicose. A concentracdo de células
inoculada nas placas foi de 1 x 10° a 5 x 10> UFC/mL de acordo com
recomendacdes do documento EUCAST E.def.7.3 (Arendrup et al.,, 2015);
resultando em uma concentraco final de células (droga + inéculo) de 0,5 x 10°
a 2,5 x 10° (células/mL).

A leitura do teste de microdiluicdo em placa foi realizada por aparelho
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 492 nm. Antes da realizacdo da
leitura, todas as placas foram agitadas por 5 min a 60rpm para obter uma

suspensao homogénea de células no fundo da placa.

A interpretacdo dos resultados foi baseada nos valores preconizados
pelo documento EUCAST E.def.7.3 (Arendrup et al., 2015). Como os valores
para equinocandinas nédo sdo estabelecidos pelo EUCAST, os valores
utilizados neste estudo foram baseados no estudo de Romero et al. (2004),
assim como os valores para Voriconazol em relacdo a C glabrata. Os valores
utilizados neste estudo para as espécies C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis

podem ser observados na tabela 4.1.
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Tabela 4.1 - Interpretacdo do comportamento de cepas de leveduras frente a concentracéo dos
antifingicos (ug/mL)

Anf Flu Vor Cas
S R S R S R S R
C. albicans <12 >12 <21 >4%  <0,12% >0,12% <0,12° >64°
C.glabrata  <1° >1?  <0,002® >32% <0,25° >0,25° <0,25° >32°
C.tropicalis  <1° >1° <2% >4%  <0,12® >0,12% <0,12° >64°

S: sensivel; R: resistente; Anf: anfotericina B; Flu: fluconazol; Vor: voriconazol; Cas:
caspofungina.
Fonte: °Documento EUCAST E.def.7.3 (Arendrup et al., 2015) e Romero et al. (2004).

4.7 Anélise Estatistica

Inicialmente foi realizada a estatistica descritiva das variaveis soécio-
demograficas, habitos pessoais e dados clinicos. Para a comparacgéo entre 0s
grupos de estudo de pacientes com lesdes em colo uterino de alto e baixo grau
foi avaliada quanto a sua associacdo com prevaléncia de cultura positiva para
Candida spp. em secrecdo oral e vaginal, caracteristicas socioeconémicas,
aspectos comportamentais e clinicos das pacientes foi utilizado o programa
STATA 13.1.

Cada variavel independente foi avaliada isoladamente, resultando a
razdo de chance (odds ratio), nivel de significancia (95%), como medida de

associacao.
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5 RESULTADOS

5.1 Casuistica

A média de idade do Grupo 1 foi de 36,5 anos + 11,10 com peso médio
de 66,38 Kg £ 15,0 e do Grupo 2 média de idade de 34,75 anos * 15,5 e peso
médio de 59,05 Kg + 2,82.

5.2 Doencas cronicas e sinais clinicos de infec¢éo vaginal

As doengas cronicas relatadas em ambos os Grupos foram diabetes
mellitus, IUpus, infec¢cdo por HIV e linfopenia, sendo que no Grupo 1 trés
pacientes eram diabéticas, duas IUpicas e duas eram portadoras do HIV e no
Grupo 2, uma era diabética, uma lapica, duas portadoras do HIV e uma com
linfopénica, como pode ser observado no grafico 5.1. Destas 12 pacientes com
doencas cronicas, cinco (42%) apresentaram cultura positiva para Candida
spp. em mucosa oral e sete (58%) apresentaram cultura positiva para Candida
spp. em mucosa vaginal, o que pode ser observado nas tabelas 5.1 e 5.2

abaixo.

Tabela 5.1: Relagdo entre a presenca de doencas crbénicas e cultura positiva para

Candida spp. em mucosa vaginal.

Com doenca crbnica Sem doenca crbénica Total
Cultura Vaginal 7 5 12
Positiva
Cultura Vaginal 5 25 30
Negativa
Total 12 30 42

Sensibilidade: 58,3%; Especificidade: 83,3%
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Tabela 5.2: Relagcdo entre a presenca de doencas crbnicas e cultura positiva para

Candida spp. em mucosa oral.

Com doencga crbnica Sem doenca crbnica Total
Cultura oral 5 4 9
positiva
Cultura oral 7 26 33
negativa
Total 12 30 42

Sensibilidade: 41,6%; Especificidade: 86,6%.

Gréfico 5.1 - Prevaléncia de doencas cronicas nos dois grupos de pacientes com HPV de alto
risco para cancer do colo do Gtero
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Durante a coleta foram evidenciados sinais clinicos indicativos de
candidiase vulvovaginal em 23% (7/30) das pacientes do Grupole 17% (2/12)
no Grupo 2. Sendo que das nove pacientes com sinais clinicos positivos para
infeccdo vulvovaginal somente duas apresentaram cultura positiva para
Candida spp., como pode ser observado na tabela 5.3.



Tabela 5.3 - Relacdo entre presenca de sinais
positiva para Candida spp.
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clinicos para infeccdo vulvovaginal e cultura

Sinais clinicos Sinais clinicos Total
positivos negativos
Cultura positiva 2 10 12
Cultura negativa 7 23 30
Total 9 33 42

Sensibilidade: 22,2%; Especificidade: 69,7%.

5.3 Correlacéao entre dados socio-demograficos, culturais e clinicos das
pacientes com lesdes uterinas de alto e baixo grau

Na associagdo entre lesGes uterinas de alto e baixo grau com

informacdes socio-demograficas (Tabela 5.4), culturais (Tabela 5.5), habitos

(Tabela 5.6) ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (p>0,05).

Tabela 5.4 - Associacdo entre lesdes de alto e baixo grau com informagfes sdcio-

demogréficas das pacientes

Variavel Categoria Gl G2 Odds Valor de
ratio p
Idade Mais de 40 anos 11 3 1,737 0,469°
Menos de 40 anos 19 9 1 1
IMC Obesidade 13 4 1,529 0,551
Peso ideal 17 8 1 1
Estado civil Solteira 13 6 0,764 0,695
Casada 17 6 1 1
Escolaridade = Fundamental/médio 26 9 2,167 0,359°
Superior 4 3 1 1
Renda mensal Menos que 2 17 8 0,653 0,551°
salarios minimos
Mas que 2Salérios 13 4 1 1
minimos

dvalor de p<0,05, com diferenca estatistica significativa
®Valor de p>0,05, sem diferenga estatistica significativa.

IMC: indice de Massa Corporal.
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Tabela 5.5 - Associacao entre lesbes de alto e baixo grau com informacdes culturais das

pacientes
Variavel Categoria Gl G2 Odds Valor de
ratio p
Menarca Com 15 anos ou 25 10 1 1P
Menos
Com mais de 15 5 2 1 1
Coitarca anos
Com 15 anos ou 9 2 2,142 0,374°
Menos
NUmero de Mais que 1 7 1 3,348 0,264
parceiros no 1 ou nenhum 23 11 1 1
ultimo ano
Uso de N&o 17 8 0,654 0,551°
camisinha Sim 13 4 1 1
Outro MAC Nao 14 8 0,437 0,241°
Sim 16 4 1 1

dvalor de p<0,05, com diferenca estatistica significativa;
®valor de p>0,05, sem diferenca estatistica significativa.
MAC: método anticoncepcional.

Tabela 5.6 - Associacéo entre lesdes de alto e baixo grau com habitos das pacientes

Variavel Categoria Gl G2 Odds Valor de

ratio P

Tabagismo N&o 8 2 1,818 0,492°
Sim 22 10 1 1

Alcool N4o 11 1 6,368 0,066
Sim 19 11 1 1

Roupa intima Tanto faz 14 4 1,75 0,430°
Algodéo 16 8 1 1

Sabonete Sim 10 5 0,7 0,610
intimo N&o 20 7 1 1

dvalor de p<0,05, com diferenca estatistica significativa;
®valor de p>0,05, sem diferenca estatistica significativa.

Na correlacdo dos dados clinicos das pacientes com lesédo de baixo
grau (Tabela 5.6) mostrou que houve diferenca estatistica significante entre

a presenca de lesdes no colo uterino com a presenca de doencas cronicas
(p<0,05).
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Tabela 5.7 - Associacdo entre lesdes de alto e baixo grau com informacfes clinicas das

pacientes
Variavel Categoria Gl G2 Odds Valor de

ratio p

Outra DST SIM 4 2 0,769 0,780°
Nao 26 10 1 1

Doencas Sim 10 9 0,167 0,0142
cronicas Nio 20 3 1 1

Uso de Menos de 1 més 3 2 0,556 0,547°
antibiotico Mais de 1 més 27 10 1 1

Sintomas de Sim 23 8 1,642 0,505"
Cvwv Néo 7 4 1 1

Sinais de CVV Sim 6 3 0,75 0,721°
Nao 24 9 1 1

dvalor de p<0,05, com diferenca estatistica significativa;
®Valor de p>0,05, sem diferenca estatistica significativa.
DST: Doenga Sexualmente Transmissivel; CVV: Candidiase Vulvovaginal.

5.4 Colonizagéo oral e vaginal por Candida spp.

Da coleta microbiolégica para verificacdo de colonizagdo oral por
Candida spp. do Grupo 1 mostrou cultura positiva em 23% das amostras e em
mucosa vaginal 27% de positividade para cultura de Candida spp. No Grupo 2
houve positividade de 42% para cultura de Candida spp. de mucosa oral e em

33% em mucosa vaginal (Gréfico 5.2).



56

Gréfico 5.2 - Positividade de cultura para Candida albicans em mucosas oral e vaginal nos
Grupos le 2
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Em relacdo a comparacédo de positividade em mucosa oral e vaginal, 18
pacientes apresentaram positividade, sendo 6 em secrecéo oral (6/18), 6 em
secrecdo vaginal (6/18) e6 em ambas (6/18), sendo que no Grupo 1 quatro
pacientes apresentaram positividade em ambas as mucosas e no Grupo 2 duas

pacientes apresentaram positividade em ambas as mucosas.

5.5 Identificacdo das leveduras isoladas

Das 24 amostras de leveduras isoladas, a espécie mais frequente foi
Candida albicans com 88% (21/24), seguido de Candida tropicalis com 8%
(2/24) e 4% de Candida glabrata (1/24).

A frequéncia das diferentes espécies de Candida isolada das mucosas

oral e vaginal das pacientes do G1 e G2 € mostrada no Grafico 5.3.
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Gréfico 5.3-Prevaléncia das espécies de Candida isoladas das mucosas oral e vaginal das
pacientes dos Grupos 1 e 2
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5.5.1 Caracterizagdo macromorfologica

Em ASD as espécies de Candida apresentaram coloracdo que variaram
de branca a creme, com textura de lisa a rugosa e bordas regulares ou
irregulares. A figura 5.1 ilustra a macromorfologia da Candida albicans que

apresentou coloracao creme, superficie lisa e bordas regulares.



58

Figura 5.1 -Cultivo de Candida albicans em agar Sabouraud dextrose

No meio cromogénico as amostras do Grupo 1 e 2 em secrecdo oral e
vaginal apresentaram colorac&o verde claro sugestivo de C. albicans, magenta
sugestivo de C. krusei e rosa e branca sugestivo de Candida spp. A figura5.2

ilustra a imagem sugestiva de C. albicans.

Figura 5.2 - Cultivo de C. albicans em meio cromogénico
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5.5.2 Caracterizacdo micromorfolégica

5.5.2.1 Prova de producéo de tubo germinativo

A formacao do tubo germinativo, caracteristica da espécie C. albicans e
C. dubliniensis, foi positiva 88% (21/24) das cepas isoladas. A figura 4.1

apresenta a formacao de tubo germinativo em amostra de Candida albicans.

5.5.2.2 Microcultivo em agar fuba

Classificados em blastoconidios pequenos ou globosos, agrupados,
presenca ou auséncia de hifas, e presenca ou auséncia de clamidoconidios, as
figuras 4.2 e 5.3 mostram as diferengas entre a micromorfologia dos isolados
identificados como Candida spp. Na Candida albicans foi observado a
presenca de pseudo-hifas e clamidoconidios (Figura 4.2). Em Candida glabrata

ndo € observada a presenca de hifas (Figura 5.3).

Figura 5.3-Microcultivo em lamina de C. glabrata
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Em relacdo aos métodos de

identificacao,

tradicional

e

cromogénico, das espécies do género Candida, observou-se uma baixa

concordancia, como pode ser observado na tabela 5.8.

Tabela 5.8 - Relacéo de culturas positivas para Candida spp. em mucosas oral e vaginal, de
pacientes dos grupos 1 e 2, e as espécies envolvidas

Grupos Paciente Mucosa Oral Mucosa Vaginal
Método Método Método Método
tradicional  cromogénico tradicional = cromogénico

P1 C. albicans Verde C. albicans Verde
P2 C. albicans Verde Negativo Negativo
P3 C. albicans Roxo C. albicans Roxo
P4 C. albicans Verde C. albicans Verde
P5 C. albicans Verde Negativo Negativo
P6 C. albicans Negativo Negativo Negativo

Gl P7 Negativo Negativo C. albicans Branco
P8 Negativo Negativo C. glabrata Roxo
P9 Negativo Negativo C. albicans Negativo
P10 C. albicans Verde C. albicans Roxo
P11 Negativo Negativo C. albicans Verde
P1 C.tropicalis Cinza C. albicans Verde
P2 C. albicans Verde Negativo Negativo
P3 C. albicans Verde Negativo Negativo

G2 P4 C. albicans Verde Negativo Negativo
P5 Negativo Negativo C. tropicalis Branco com

meio roxo

P6 C. albicans Verde C. albicans Verde
P7 Negativo Negativo C. albicans Rosa

Negativo: ndo houve crescimento; Verde: C. albicans; Roxo: Candida spp.;Cinza: Candida spp.;
Rosa: Candida spp.; Branco com meio roxo: C. krusei.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a presenca de

lesdes no colo uterino com a cultura positiva para Candida spp. em mucosa

oral (p<0,05).

Em relacdo a mucosa vaginal, apesar da positividade de

algumas culturas, este dado néo apresentou diferenca estatistica significante

entre 0s grupos, como pode ser observado na tabela 5.9.
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Tabela 5.9 - Associagéo entre lesdes de alto e baixo grau com a cultura para Candida spp. de
mucosas oral e vaginal

Variavel Categoria Gl G2 Odds Valor de
ratio p
Cultura Oral Positiva 7 5 0,426 0,235°
Negativa 23 7 1 1
Cultura Positiva 8 4 0,727 0,666

Vaginal Negativa 22 8 1 1

dvalor de p>0,05, sem diferenca estatisticamente significativa.

5.6 Perfil de sensibilidade aos antifungicos

Por meio do teste de microdiluicio EUCAST, as cepas isoladas tiveram
o seu perfil de sensibilidade antifungica tracados frente a quatro antifungicos,
Anfotericina B (Anf), Fluconazol (Flu), Voriconazol (Vor) e Caspofungina (Cas)
como pode ser observado na tabela 5.10.

As cepas de C. albicans apresentaram sensibilidade a todos os
antifingicos testados. Entretanto a cepa de C. glabrata apresentou um valor
intermediario (8 pg/mL) entre os valores de sensibilidade e resisténcia ao
antifangico fluconazol, ndo estando de acordo com o documento EUCAST Edef
7.3. E uma cepa de Candida tropicalis apresentou resisténcia ao fluconazol.

As variacdes de CIM (pg/mL) para anfotericina B foram de 0,0012 até
0,5, para fluconazol foram de 0,12 até 8; para voriconazol foi de 0,012 até 0,06

e para caspofungina de 0,03 a 0,5.
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Tabela 5.10 - Resultados do CIM (ug/mL) obtidos por teste de microdiluicdo com leveduras
isoladas das mucosas oral e vaginal das pacientes com les@es uterinas de alto
grau (Grupo 1) e de baixo grau (Grupo 2)

Grupo Sitio/Espécies l% de CIM (ug/mL)

(n)/Antifungicos S R® Variacdes CIM 50 CIM 90

MUCOSA ORAL
C. albicans (n=07)

G1 Anfotericina B 100 - 0.03-0.25 0.090 0.210
Fluconazol 100 - 0.12-2 0.185 0.775
Voriconazol 100 - 0.015-0.06 ND® 0.028
Caspofungina 100 - 0.03-0.06 ND 0.053
C. albicans (n=04)
Anfotericina B 100 - 0.06 - 0.25 0.015 0.198
G2 Fluconazol 100 - 0.12-2 0.120 1.300
Voriconazol 100 - 0.015-0.06 ND 0.042
Caspofungina 100 - 0.03 ND ND
C. tropicalis (n=01)
Anfotericina B 100 - 0.03 ND ND
Fluconazol 100 - 0.5 ND ND
Voriconazol 100 - 0.015 ND ND
Caspofungina 100 - 0.03 ND ND

MUCOSA VAGINAL
C. albicans (n=07)

Anfotericina B 100 - 0.25-0.5 ND 0.412
G1 Fluconazol 100 - 0.25-0.5 ND 0.412
Voriconazol 100 - 0.012 -0.015 0.013 0.015
Caspofungina 100 - 0.03-0.5 ND 0.185
C. glabrata (n=01)
Anfotericina B 100 - 0.25 ND ND
Fluconazol - 100 8 ND ND
Voriconazol 100 - 0.12 ND ND
Caspofungina 100 - 0.12 ND ND
C. albicans (n=03)
Anfotericina B 100 - 0.25-0.5 ND 0.425
G2 Fluconazol 100 - 0.25-0.5 ND 0.425
Voriconazol 100 - 0.012 - 0.015 0.012 0.014
Caspofungina 100 - 0.03-0.5 ND 0.359
C. tropicalis (n=01)
Anfotericina B 100 - 0.012 ND ND
Fluconazol - 100 8 ND ND
Voriconazol 100 - 0.12 ND ND
Caspofungina 100 - 0.06 ND ND

'Sensivel; “Resistente; °N&o determinado;
ClIMsy: Concentragdo minima para inibir 50% das leveduras;
ClIMgo: Concentragdo minima para inibir 90% das leveduras.
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6 DISCUSSAO

A média de idade das participantes com HPV de alto risco para cancer
do colo do utero estudada foi de 36 anos = 11,4, um pouco acima dos dados
encontrados em outros estudos (Silva et al., 2014; Coser et al., 2016; Shaw et
al., 2016) que variaram de 28,52 a 33,9 anos, e de acordo com Coser et al.
(2016) em que a idade das pacientes, por ser menor que a nossa, foi
relacionada com uma vida sexual mais ativa, e ter multiplos parceiros o que

aumentariam os riscos de infeccfes sexualmente transmissiveis.

Entre os fatores sécio demograficos estudados em nosso estudo nao se
observou associacdo estatisticamente significativa com o HPV, fato que difere
do estudo de Coser et al. (2016) no qual, ndo ser casada e possuir uma renda
abaixo de um salario minimo, indicou uma associacdo estatisticamente

significativa com a presenca de HPV.

Em relacdo aos fatores comportamentais, no estudo realizado por Coser
et al. (2016) a idade da primeira relacdo sexual e nUmero de parceiros sexuais
nao apresentaram associacao com a infeccédo por HPV, fato este que corrobora
com nossos resultados, visto também que ndo houve associacdo
estatisticamente significativa. J& no estudo realizado por Silva et al. (2014)
possuir apenas um parceiro sexual foi associado como fator de protecdo de

evolucdo para lesédo de alto grau causada por HPV.

Outros dados comportamentais que foram observados neste estudo,
como o0 uso de outros métodos contraceptivos ndo apresentou associacao
estatisticamente significativa. Mas, segundo o estudo realizado por Shaw et al.
(2016) houve associacao estatisticamente significativa com o uso de camisinha
e a presenca de HPV, diferente deste estudo e de Coser et al. (2016). Manhart;
Koutsky, em 2002, indicaram que apesar da protecao contra verrugas genitais,
0 uso da camisinha n&o previne a infecgéo por HPV, o que pode ser sugestivo
do ndo uso do preservativo em todas as relagdes sexuais, e consequente

infeccdo pelo virus.
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Ja o uso do DIU, segundo alguns estudos possui associacdo protetora
para infeccdo por HPV, o que pode ser explicado através da alta resposta
imune gerada pelo DIU no colo uterino gerando uma rapida eliminagdo de
infeccbes (Ortiz; Croxatto, 2007). Por outro lado, outros estudos tem
demonstrado que infec¢cdes crénicas podem promover o desenvolvimento de
lesbes pré-malignas de alto risco relacionadas ao HPV (Fernandes et al, 2015).
No estudo de Silva et al. (2014) o uso de anticoncepcional hormonal foi
associado como fator de protecédo para progressao da lesédo uterina por HPV.
Entretanto, Roset Bahmanyar et al. (2012) indicaram que o uso prolongado de
anticoncepcional hormonal é associado a um maior risco de infec¢do por HPV,
0 mecanismo biolégico que explicaria essa relacdo é o aumento da hidroxilagdo
do estradiol em células cervicais infectadas por tipos oncogénicos de HPV, que

por sua vez induz maior transcricdo de agentes oncogénicos.

Dentre os habitos avaliados das pacientes ndo houve associacao
positiva em relacdo ao HPV. Segundo Coser et al. (2016) que avaliou a
associacdo entre tabagismo e HPV, também ndo houve associacdo. J& no
trabalho realizado por Silva et al. (2014) o tabagismo foi associado como fator

de risco para infeccéo por HPV.

Em relacdo as informacdes clinicas das pacientes, 0 nosso estudo nao
encontrou associacdo com presenca de outras IST’s, uso de antibidticos ou

sinais e sintomas de candidiase vulvovaginal.

No estudo realizado por Coser et al. (2016) também nao apresentou
associacdo entre presenca de outras IST’s ou outras infec¢bes vaginais
concomitantes, com a infeccdo por HPV. O mesmo pode ser observado no
estudo realizado por Shaw et al. (2016). No estudo de Silva et al. (2014)
infec¢des vaginais por Candida spp., Trichomonas vaginalis, ou por bactérias
foram associadas como fator de protecéo para progressédo de lesdes uterinas
de alto grau, causadas por HPV. Apesar de Rodriguez-Cerdeira et al. (2012)
nao indicarem associacdo entre infeccdo por Candida spp., houve uma
associacao entre Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis com alguns
tipos de HPV. Entretanto um fato que deve ser observado é a forma de

pesquisa de fungos em mucosa vaginal, visto que o papanicolaou ndo é o
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exame indicado para este tipo de diagndéstico, assim, pode haver algum viés
nestes estudos se algum autor utilizou esta metodologia para fazer o

diagndstico para infecgBes fungicas.

Segundo a analise estatistica deste estudo, em relagdo a presenca de
doencas cronicas, existe 83% menos chance de ocorrer em pacientes com
lesdo em colo uterino de alto grau do que em pacientes com lesdo de baixo
grau, fato este que ndo pode ser corroborado ou explicado por outros estudos,
principalmente pelo fato de que como estas participantes apresentavam
doencas sistémicas que alteravam a imunidade era esperado que a presenca

destas aumentassem a chance do virus progredir para lesdes mais graves.

A relacéo entre a presenca de doencas cronicas em cultura positiva para
Candida spp. em mucosa vaginal e oral indicou uma baixa sensibilidade o que

significa a presenca de casos falso-negativos.

Um estudo realizado por Castro-Silva et al. (2012) observou que a
pratica de sexo oral € muito comum e que o0 uso de preservativo é quase nulo,
0 que aumenta a forma de transmissao de varias doencas consideradas como

sexualmente transmissiveis, como por exemplo, a candidiase e o HPV.

Candidiase vulvovaginal é uma infeccdo que acomete cerca de 70-75%
das mulheres em idade fértil. E estimado que deste total, 40-50% apresentaréo
casos de recidivas sendo que em torno de 5 a 15% irdo tornar-se recorrentes
(Medeiros, 2013; Cassone, 2015). O agente causador destas infeccbes € a
Candida spp. considerada uma levedura comensal que faz parte da microbiota
normal humana e, sob certas circunstancias, pode tornar-se patogénica (Lott et
al., 2003). Candida albicans é a espécie de maior incidéncia nestas infecgdes,
neste estudo a proporcéo observada desta espécie (88%) ficou acima da média
da prevaléncia mundial (65,3%) e da Europeia (67,9%) segundo dados

reportados por Pfaller et al. (2010).

Das 12 pacientes que apresentaram cultura positiva para Candida spp.
apenas 17% apresentaram sinais clinicos, sendo que a falta destes sinais
clinicos pode indicar colonizacdo vaginal por Candida spp. Das 30 pacientes

com cultura vaginal negativa para Candida spp, 23% apresentaram sinais
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clinicos positivos o0 que pode indicar infeccdo por bactérias, entretanto a
sensibilidade desta avaliacdo foi baixa indicando a presenca de casos falso-
negativos. Em estudo realizado por Brandolt et al. (2016) a prevaléncia de
Candidiase vulvovaginal em pacientes assintomaticas foi de 13,3%. Ja
Bassayouni et al. (2015) encontraram 20% de positividade em pacientes

saudaveis.

InflamacgOes recorrentes facilitam a proliferacdo celular, ajudam no
crescimento de células malignas, liberam citocinas, quimiocinas, radicais livres,
entre outros fatores, o que indica que em uma paciente com microbiota
anormal podem ocorrer mais alteracdes celulares do que em pacientes com
microbiota normal (Moss; Blaser, 2005; Dai et al., 2010; Roeters et al., 2010).
Um exemplo deste fato seriam casos de candidiase vulvovaginal recorrente
devido a alta patogenicidade de Candida albicans em permitir a penetracdo na
mucosa, induzindo inchaco e esfoliacdo das células (Rodriguez-Cerdeira et al.,
2012).

Esta pesquisa mostrou que pacientes do Grupo 1 tem 80% menos
chance de positividade para cultura de Candida spp. que pacientes do Grupo 2,
dados estes ndo encontrados na literatura. A positividade da cultura para
Candida spp. em mucosa vaginal ndo apresentou associacao estatisticamente
significativa, o mesmo foi observado em estudo realizado por Rodriguez-
Cerdeira et al. (2012). No entanto, Silva et al. (2014) observaram que a
infecgao vaginal por Candida sp. estava associada como fator de prote¢ao na

evolucdo para lesédo de alto grau causada por HPV.

O estudo realizado por Nogueres et al. (2010) verificaram que o perfil de
mulheres com processo inflamatorio por Candida spp. esta associado a
historico de DST, dentre elas, destaca-se a infeccdo pelo HPV. Voog et al.
(1995) identificaram a possibilidade da infeccdo por Candida ativar o HPV
latente ja existente. Outros estudos mencionaram estas infecgcbes como co-
fatores no determinismo das neoplasias cervicais associadas ao HPV (Sobel et
al., 1993; Platz-Christensen et al., 1994; Melo et al., 2003). Neste estudo a
prevaléncia de casos de candidiase vulvovaginal em pacientes com HPV de

alto risco para cancer do colo do utero foi de 27% no Grupo 1 e de 33% no
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Grupo 2, um pouco acima do que pode ser encontrado em pacientes sem

infecgao por HPV (Bassayouni et al., 2016).

Das pacientes que apresentaram cultura positiva tanto em mucosa oral
quanto em mucosa vaginal, se faz necessarios novos estudos com realizacdo
da identificacdo molecular das espécies, para observar se estas espécies séo
da mesma cepa, assim como pesquisa de cepas do (a) parceiro (a) sexual
também seria necessério para pesquisar uma transmissdo por Ssexo

oral/genital.

Além da grande dificuldade no entendimento do estabelecimento da
candidiase vulvovaginal, outro problema de propor¢cdes preocupantes é o
aparecimento de cepas resistentes aos antifUngicos existentes. Nas ultimas
trés décadas, os processos de candidiase tem assumido um papel importante,
principalmente em decorréncia do uso de potentes drogas antibacterianas,
corticoides, antifungicos, agentes imunossupressores, aumento de transplantes
de drgaos, desenvolvimento de neoplasias, além do aparecimento da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (Odds, 1988). Estes fatores tém colaborado com
a emergéncia de cepas resistentes a determinados antifingicos, e
consequentemente com o desenvolvimento de testes rapido de sensibilidade

aos antifungicos gerando grande impacto na pratica (Arendrup et al., 2015).

Neste estudo analisamos o perfil de sensibilidade e os valores de CIM,
através do método EUCAST, para as seguintes drogas antifungicas:
anfotericina B, fluconazol, voriconazol e caspofungina em todos os isolados dos
Grupos 1 e 2 em relacdo as mucosas oral e vaginal. Os antifingicos testados
foram escolhidos a partir dos antifingicos disponiveis nos protocolos existentes

para tracar o perfil de sensibilidade.

Dessa forma observamos que, todos os isolados das mucosas oral e
vaginal, dos Grupos 1 e 2 apresentaram sensibilidade para anfotericina B, com
valores de CIM (ug/mL) entre 0,03 e 0,25 em mucosa oral e 0,25 e 0,5 para as
amostras da mucosa vaginal no Grupo 1. E no Grupo 2 valores de CIM (pg/mL)

entre 0,06 e 0,25 em mucosa oral e 0,25 e 0,5 para mucosa vaginal.
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Em relacdo ao fluconazol, os valores de CIM (ug/mL) foram entre 0,12 e
2 para as cepas do Grupo 1 e 0,25 e 0,5 para os isolados do Grupo 2 em
mucosa oral. Em mucosa vaginal os valores ficaram entre 0,25 e 0,5 em ambos

os Grupos.

Uma cepa de C. glabrata foi isolada da mucosa vaginal no Grupo 1, no
entanto esta cepa ndo se enquadrou no critério de classificacdo sensivel -
resistente preconizado pelo documento EucastEdef 7.3 (CIM 8ug/mL), devendo
levar em consideracao a clinica da paciente para indicacao do tratamento, visto
gue dados da literatura indicam resisténcia de C. glabrata a fluconazol (Pfaller
et al., 2003). E em uma paciente do grupo 2, foi isolada uma cepa de C.
tropicalisna mucosa vaginal, qgue apresentou resisténcia para fluconazol (CIM =

8pg/mL).

O estudo realizado por Mineaet al. (2015) também mostrou a
susceptibilidade de C. albicans a fluconazol e voriconazol, e indicou uma alta
resisténcia de C. glabrata aos azodlicos. O perfil de sensibilidade expresso por
estas espécies de Candida em relacdo aos azolicos coincide com os valores
mundiais, que podem ser encontrados no trabalho de Pfaller et al. (2010).

Para voriconazol, os valores de CIM (pg/mL) ficaram entre 0,015 e 0,06
das cepas isoladas de mucosa oral dos Grupos 1 e 2, e entre 0,012 e 0,015

das cepas isoladas de mucosa vaginal de ambos os Grupos.

Os isolados também apresentaram sensibilidade a caspofungina com
valores de CIM (ug/mL) entre 0,03 e 0,06 para as cepas do Grupo 1 e 0,03
para as do Grupo 2 de mucosa oral. Para os isolados da mucosa vaginal, os

valores de CIM (ug/mL) ficaram entre 0,03 e 0,5 para os Grupos 1 e 2.

Em relagcdo ao CIMsy, C. albicans de ambas as mucosas e Grupos
apresentaram uma alta sensibilidade a todos os antifingicos, ja em relagéo ao
CIMgy, C. albicans da mucosa vaginal de ambos os grupos, apresentaram
resisténcia a caspofungina. Os valores de CIMsg e ClIMgg ndo puderam ser
definidos para C. glabratae C. tropicalispelo baixo nimero de cepas isoladas. O
mesmo pode ser observado no estudo de Romero et al. (2004), em que apesar

de a caspofungina ser eficaz no tratamento das cepas isoladas, quando
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avaliada a CIMgy pode-se observar uma certa resisténcia para cepas de C.
guilliermondi, C. parapsilosisentre outras. Porém assim como observado neste
estudo, caspofungina se mostra eficaz para o tratamento de infeccées por C.
glabrata e C. tropicalis espécies que apresentam maior resisténcia ao

fluconazol.

Estes dados indicam que as cepas de C. albicans obtiveram um perfil de
sensibilidade bastante parecido entre os dois grupos observados, né&o
indicando cepas resistentes.

Assim, torna-se importante o0 acompanhamento e supervisdo por meio
de exames clinicos e laboratoriais das pacientes com HPV, reforcando a
necessidade sobre cuidados, tratamento e prevencdo de infeccBes

relacionadas ao HPV e a Candida spp.
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CONCLUSOES

As mulheres com lesdes de alto grau causadas por HPV de alto
risco para cancer do colo do Utero possuem maior amplitude de
faixa etaria, escolaridade abaixo do nivel superior e renda média
maior que dois salarios minimos.

Mulheres com lesfes de alto grau causadas por HPV de alto risco
para cancer do colo do Utero possuem maior prevaléncia para
diabetes, e as pacientes com lesGes de baixo grau possuem
maior prevaléncia para lipus, HIV e linfopenia;

A manifestacdo clinica de candidiase vulvovaginal foi baixa em
relacdo as culturas positivas;

A prevaléncia de Candida spp. em mucosa oral e vaginal foi maior
para espécies albicans, seguida em ordem decrescente por C.
tropicalis e C. glabrata.

C. albicans apresentou sensibilidade a todos os antifungicos
testados;

C. tropicalis apresentou o maior perfil de resisténcia, sendo
resistente ao fluconazol;

C. glabrata apresentou o valor de MIC em uma zona de transi¢ao
para fluconazol, sugerindo atencéo, sendo sensivel para os outros
antifungicos testados;

Anfotericina B, voriconazol e caspofungina apresentaram
sensibilidade para todas as cepas isoladas;

Fluconazol mostrou resisténcia para cepas nao-albicans.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da relagdo entre as espécies de Candida, das mucosas oral e vaginal, com as
lesbes de alto grau do colo uterino causadas por HPV de alto risco.

Pesquisador: Ana Clara de Souza

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 52071215.8.0000.0075

Instituigdo Proponente: Universidade de S&o Paulo - Faculdade de Odontologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.484.284

Apresentagio do Projeto:

A candidiase vulvovaginal (CVV) é a segunda maior causa de infecgao vaginal, afetando até 75% das
mulheres em idade fértil, sendo que 5% terdo infecgGes recorrentes.

A candidiase oral juntamente com a CVV s3o as formas mais comuns de doengas flngicas oportunistas.
Estudos tem confirmado a capacidade de espécies de Candida em promover a carcinogénese através da
produgdo de acetaldeido a partir do etanol. Como o cancer de colo de utero € iniciado por infecgdes
cronicas pelo HPV, as espécies do género Candida podem também participar na carcinogénese. Para se
pesquisar a frequéncia das diferentes espécies de Candida em mulheres portadoras de lesGes de alto e
baixo grau da cérvice uterina, portadoras do HPV de alto risco para o cancer ginecolégico e suas
correlagbes com as cepas presentes na cavidade oral, sugere-se a realizagdo deste estudo.
Serao incluidas as mulheres que assinarem o TCLE aceitando participar da pesquisa, num total de 60
mulheres. Para as que tiverem indicagdo de realizar colposcopia, sera coletado material vaginal e oral
durante a consulta ginecoldgica, que serd realizada para aquelas mulheres acompanhadas no ambulatério
de Patologia do Trato Genital Inferior (PTGI), do Servigo de Ginecologia do Hospital das Clinicas da
FMUSP. Este grupo sera dividido em dois, sendo 30 mulheres com lesGes de alto grau (neoplasia intra-
epitelial cervical graus 2 e 3) e portadoras dos sorotipos de HPV de alto risco
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para o cancer do colo uterino e outras 30 mulheres portadoras de lesdo de baixo grau e também positivas
para HPV de alto risco para o cancer do colo uterino. As mulheres podem ser ou ndo sintomaticas para
vulvovaginites.

As coletas serdo feitas através de “swabs” vaginais e orais que serao utilizados para semeadura imediata
em meio de cultura e para a realizagio de esfregago. Sera também coletado material para esfregago e
confecgdo de lamina para citologia oncética.

Serado excluidas mulheres gravidas, diabéticas, portadoras de HIV ou outras doengas imunossupressoras,
mulheres que estejam no periodo menstrual ou que ndo tenham indicag&o para colposcopia, mulheres ndo
portadoras dos sorotipos de HPV de alto risco para o cancer de colo uterino, e as que ndo aceitarem
participar da pesquisa ou assinar o TCLE.

Objetivo da Pesquisa:

Sao objetivos deste estudo:- Comparar a prevaléncia das espécies de Candida em mulheres portadoras de
lesao de alto e baixo grau da cérvice uterina, portadoras dos sorotipos

de HPV de alto risco, a fim de avaliar se a participagao de determinadas espécies de Candida predisporiam
a mulher a evoluir para as lesdes de alto grau.

Secundariamente: 1- Relacionar as lesdes cervicais de alto grau com a ocorréncia de candidiase de
repeticdo (4 ou mais episddio por ano)

2- Tipificar as diferentes espécies de Candida encontradas nas mucosas oral e vaginal, comparando o perfil
fenotipico da mucosa oral com a mucosa vaginal

3- Determinar o perfil de sensibilidade as drogas antifingicas — Fluconazol, Anfotericina-B, Anidulafungina,
Voriconazol, Caspofungina e Nistatina

4- Determinar os fatores relacionados a viruléncia— Proteinase e Fosfolipase

5- Realizar o exame de Papanicolau nas pacientes.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sdo minimos, visto que s@o pacientes que ja serdo submetidas ao exame de colposcopia
rotineiramente. A possivel descoberta de infecgdes fungicas ou bacterianas, seré informada a paciente, pela
ginecologista do ambulatério de PTGI, que faz o acompanhamento e que fara a indicagdo do adequado
tratamento.

A depender dos resultados estes exames seréo mais um passo para identificar ou excluir possiveis causas
do cancer de colo de Gtero, sendo que os exames ndo gerardo nenhum gasto adicional para paciente e
todos os resultados estardo disponiveis para a participante.
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Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Plataforma

(’\: asil

Relevante pois a depender dos resultados sera mais um passo na prevengao do cancer de colo de utero.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagido obrigatéria:
Todos os termos foram apresentados a saber: Projeto completo; Informagdes bésicas
do projeto; Folha de rosto; Declaragdes das instituigdes co-participantes; TCLE e as pendéncias foram
adequadamente respondidas, ndo havendo impedimento ético.

Recomendagdes:

Tendo em vista a legislagao vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatérios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatério final, utilizando-se da opgéo "Enviar Notificagdo" (descrita
no Manual "Submeter Notificagao", disponivel na Central de Suporte - canto superior direito do site
www.saude.gov.br/plataformabrasil).

Qualquer alteragdo no projeto original deve ser apresentada "emenda” a este CEP, de forma objetiva e com
justificativas para nova apreciagéo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

N3o ha pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagoes Basicas PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 14/03/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 596588.pdf 12:27:38
Projeto Detalhado / Projetodetalhadocorrigido.doc 14/03/2016 |Ana Clara de Souza | Aceito
Brochura 12:26:58
| Investigador
TCLE / Termos de  |tclenovocorrigido.docx 14/03/2016 |Ana Clara de Souza | Aceito
Assentimento / 12:26:20
Justificativa de
Auséncia
Cronograma CRONOGRAMACcorrigido.docx 13/03/2016 |Ana Clara de Souza | Aceito

21:03:57
Outros RESPOSTAAOPARECERCONSUBSTA| 29/02/2016 |Ana Clara de Souza | Aceito
NCIADODOCEP.pdf 19:23:23
Declaragdo de ana.pdf 09/12/2015 |Ana Clara de Souza | Aceito
Instituigdo e 20:22:41
Infraestrutura
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Declaragéo de declaracaolabcell.pdf 30/11/2015 |Ana Clara de Souza | Aceito

Instituicédo e 14:39:11
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Declaragédo de declaracaounioeste.pdf 30/11/2015 |Ana Clara de Souza | Aceito

Instituigdo e 14:38:28
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Orgamento Orcamento.docx 18/11/2015 |Ana Clara de Souza | Aceito
15:25:25

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 18/11/2015 |Ana Clara de Souza | Aceito
15:21:39

Outros questionario.docx 10/11/2015 |Ana Clara de Souza | Aceito
16:38:55
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APROVAGAO

O Comité de Etica do Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sio Paulo, na 231* reunido no dia 10 de Maio de 2016,
ANALISOU ¢ APROVOU o protocolo de pesquisa “ESTUDO DA RELAGAO ENTRE
AS ESPECIES DE CANDIDA, DAS MUCOSAS ORAL E VAGINAL, COM LESOES
DE ALTO GRAU DO COLO UTERINO CAUSADAS POR HPV DE ALTO RISCO” dos
seguintes pesquisadores: Ana Clara de Souza, Claudete Rodrigues Paula, Marcos
Ereno Auler, Muricio Turkiewicz, Jacqueline Plewka, Paulo Francisco Ramos
Margarido, Noely Paula Cristina Lorenzi, Edmund Chada Baracat.

S&o Paulo, 10 de Maio de 2016.
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Prof. Dr"SEIZO MIYADAHIRA
Presidente do Comité dg/Eficaldo DOG-FMUSP
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Profa. Dra. ROSSANA P.V. FRANCISCO
Chefe do Departamento de Obstetricia e Ginecologia
Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo

S NN



ANEXO D - TCLE

i‘g} B2 UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
U & FACULDADE DE ODONTOLOGIA

DEPARTAMENTO DE ESTOMATOLOGIA

(1® via - Pesquisador)
(2® via — Voluntario)

TERMO DE CONSCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a Senhora para participar da pesquisa “Estudo da relagdo
entre as espécies de Candida isoladas das mucosas oral e vaginal com as
lesGes de alto grau do colo uterino causadas por HPV de alto risco”, que
esta sob responsabilidade da pesquisadora Ana Clara de Souza. Sua participagdo
é totalmente voluntaria.

O objetivo geral desta pesquisa € avaliar a relagéo das infecgdes fungicas
com o aparecimento de cancer do colo do Utero. Para isso a médica ginecologista
do ambulatério de Patologia do Trato Genital Inferior FMUSP realizara a coleta de
secregdo vaginal e a farmacéutica Ana Clara de Souza, responsavel por esta
pesquisa, realizara a coleta de secregéo oral. A participante da pesquisa também
respondera a um questionario sobre sintomas, antecedentes sexuais, habitos,
vicios, comorbidades, tratamentos anteriores e medicamentos em uso. Tudo o
que for preciso para esses exames sera coletado durante a consulta para
realizagdo do exame de colposcopia que a participante da pesquisa esta indicada
a fazer na data de hoje.

Procedimento: Apds concordar em participar do estudo, a participante da
pesquisa respondera o questiondrio e sera encaminhada para a coleta das
amostras necessarias. A coleta de secre¢do oral sera realizada com o auxilio de
um palito estéril de plastico, com um tipo de algoddo na ponta, o qual coletara
amostra da parte interna da bochecha da voluntaria. Para a coleta de secregao
vaginal a médica ginecologista ira passar outro palito estéril dentro da vagina da
participante da pesquisa e ira coletar um pouco do muco que esta ali. Neste
momento sera também realizada a coleta para exame de Papanicolaou. Apds a
coleta dessas amostras a médica ginecologista ira realizar o exame de
colposcopia. As amostras coletas serdo enviadas para os laboratdrios onde serdo
realizados os exames necessarios. As amostras nao serdo guardadas, apenas
utilizadas para fazer os exames e descartadas de acordo com os procedimentos
operacionais de cada laboratdrio responsavel.

Visto que a abordagem a participante da pesquisa e a realizagdo das
coletas sera realizada no momento em que a mesma estara no ambulatdrio de
PTGI/FMUSP para a o acompanhamento ginecoldgico e que ndo sera necessario
retorno desta paciente para dar continuidade ao estudo, ndo havera gastos ou
pagamentos para participar desta pesquisa. Ressaltamos que a participante da
pesquisa tera direito a indenizagdo em caso de danos recorrentes de sua
participagdo no estudo.

Rubrica do Participante da Pesquisa Rubrica do Pesquisador Responsével
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O risco da sua participagdo é minimo, inerente aos procedimentos, visto
que serdo realizados exames de rotina, onde o desconforto dos exames
complementares (coleta de secregdo e Papanicolaou) ocorrera independente de
sua participagdo na pesquisa. A realizagio deste exame nao é contra-indicado
em caso de gravidez, no entanto, para participar deste estudo ndo entrarao
participantes gestantes. Caso a confirmagdo de gravidez venha em
momento posterior a esta consulta, por favor, nos avise (30917893). Como
beneficios previstos na sua participagdo nesta pesquisa estardo a obtengéo de
exames ginecoldgicos gratuitos, além de que esta pesquisa podera trazer
avangos cientificos nos casos de doengas relacionadas a saude da mulher.

Caso a participante da pesquisa sinta a sua integridade (moral, psicolégica
e social) comprometida devera relatar o ocorrido ao Comité de Etica em Pesquisa
desta Instituicdo pelo telefone 3091-7960, ou pelo e-mail cepfo@usp.br ou no
endereco AV. Prof. Lineu Prestes, 2227 — 05508-000 — S&o Paulo — SP. Horario
de funcionamento: segunda a sexta-feira das 8 as 17h (exceto feriados e recesso
universitario). O Comité é um colegiado interdisciplinar e independente, de
relevancia pulblica, de carater consultivo, deliberado e educativo, criado para
defender os interesses dos participantes de pesquisa em sua integridade e
dignidade para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padroes
éticos. (Resolugdo CNS n°466 de 2012)

Os resultados obtidos ficardo sob cuidado dos pesquisadores envolvidos
no projeto, e serdo utilizados como dados de pesquisa cientifica, podendo vir a
serem divulgados em artigos e/ou congressos, resguardando sempre o sigilo
quanto a sua identificagdo. As informagdes fornecidas serdo confidenciais e de
conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis.

Se acaso este estudo for descontinuado as suas informagdes e resultados
dos exames néo serao utilizados.

Caso a participante da pesquisa deseje retirar seu consentimento, em
qualquer fase da pesquisa, podera fazé-lo sem qualquer prejuizo ou punigéo.

O estudo sera conduzido pela aluna de Mestrado e Pesquisadora Ana
Clara de Souza, que estara a disposigdo para esclarecimentos e prestar a devida
assisténcia no decorrer da pesquisa no enderego Av. Prof. Lineu Prestes, 2227,
Cidade Universitaria, Sdo Paulo — SP ou pelo telefone 3091-7893, de segunda a
sexta-feira das 8 as 17h (exceto feriados e recesso universitario), ou pelo e-mail

anaah@usp.br a qualquer momento.

Rubrica do Participante da Pesquisa Rubrica do Pesquisador Responsavel

2/3



Consentimento pds-informagao

Eu, . fui informada
sobre 0 que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaborag@o, e
entendi a explicagao. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que
ndo vou receber valor algum em dinheiro para participar e que posso desistir
quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas

assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.

Dados do Paciente:
NOME DA PACIENTE:
ENDERECO
N° APTO: BAIRRO:
CIDADE: CEP:
TELEFONE: DDD ( )

Acerca dos resultados dos exames:

O Declaro que quero ser contatada e informada sobre os resultados dos
exames que serao realizados

[ Declaro que ndo quero ser contatada e informada sobre os resultados dos
exames que serdo realizados
Acerca de novas pesquisas:

(] Declaro que as informagdes obtidas no questionario e resultados de exames
devem ser utilizadas apenas para esta pesquisa.

[ Declaro que as informagdes do questiondrio e os resultados dos exames
pcdem ser utilizados para outras pesquisas, sem que seja necessario me
informar.

] Desejo ser contatada novamente caso haja interesse de utilizar minhas
informagdes obtidas a partir do questionario e resultados de exames, para uma
nova pesquisa.

S3o Paulo, de de

Assinatura da participante da Assinatura do pesquisador
Pesquisa. Ana Clara de Souza.
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