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Resumo

Objetivo: Identificar alteragcdes reativas celulares predominantes frente ao infiltrado inflama-
tério e ao morfotipo lactobacilar vaginal. Métodos: Estudo descritivo qualitativo, calculado
pelo Qui-quadrado com 198 amostras. Realizados esfregagos de raspado cervicovaginal
pelo Papanicolaou e secregao de fundo de saco vaginal para pesquisa de microbiota vaginal
pelo Gram. Resultados: Forma curta de lactobacilos em 186 (93,9%) amostras e longos
em 12 (6,1%). Infiltrado inflamatdrio pelo Gram escasso em 90 (45,45%) e Papanicolaou
escassos em 82 (41,04%). Fagocitose pelo Gram escasso em 51 (25,76%). Alteragdes
reativas celulares pelo Papanicolaou: citélise escassa (23,74%), edema nuclear moderado
(35,86%), cariomegalia escassa (13,64%), binucleagao escassa (35,35%), micronucleo
escasso (2,52%) e paraqueratose moderada em (23,74%). Qui-quadrado significativo entre
a quantificacédo de infiltrado inflamatério pelo Gram e Papanicolaou com p=0,037. 30 (15%)
enquadraram-se no diagnéstico laboratorial de vaginose citolitica. Critérios nao classicos e
de micronucleo e paraqueratose presentes em amostras com dois critérios simultaneamen-
te em 25%, trés simultaneos em 4,0% e quatro simultaneos em 2,0%. Conclusao: Critérios
nao classicos podem aumentar a sensibilidade dos testes citoldgicos no advento da citologia
reflexiva nos testes de HPV.
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INTRODUGAO

A microbiota vaginal é altamente influenciada por fa-
tores ambientais, sejam fatores intrinsecos ao organismo
da mulher, como os hormonais e faixa etaria, ou extrinsecos,
relativos a sexualidade, habitos de higiene, medicamentos
e alimentares.

Por ser um 6rgéo que tem contato com o meio externo,
o organismo humano utiliza-se de recursos protetivos que
asseguram a integridade do ecossistema vaginal através de
uma interagao equilibrada entre o estado hormonal, sistema
imune e a microbiota, em especial microbiota lactobacilar,"
a fim de auxiliar no combate a agentes patogénicos.

A composicao lactobacilar ndo é estatica, pois sofre
variagdo em resposta ao ciclo menstrual da mulher,? as-
sim como a resposta imune humoral ou celular na vagina,
que também parece depender da agdo hormonal.®

Os lactobacilos apresentam formas variadas, des-
de muito alongadas a muito curtas, de reto a curvo e até

mesmo espiralados, incluidas no grupo amplo e heterogé-
neo de bactérias do acido latico. Sdo Gram-positivos, nao
esporulados, cujo catabolismo de aglcares é estritamente
fermentativo, tendo como acido organico (acido latico) o
produto final predominante. Sdo bactérias anaerobias fa-
cultativas.®

No Brasil, ja foram identificadas 83 espécies diferen-
tes de lactobacilos em mulheres saudaveis e assinto-
maticas, Lactobacillus crispatus demonstrou ser o mais fre-
quente, presente em quase 1/3 das amostras, seguida das
espécies L. jensenii e L. gasseri.®

Nos periodos de auséncia de estimulo estrogénico (in-
fancia e climatério), o epitélio escamoso vaginal é atréfico
com predominio de células basais e parabasais. Durante o
periodo reprodutivo, as células do epitélio escamoso estrati-
ficado vaginal respondem ao suporte hormonal estropro-
gestinico. O estrogénio apresenta-se em elevada concen-
tracdo na primeira fase do ciclo ovariano e propicia a divi-
séo celular com o rapido amadurecimento do epitélio vagi-
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nal, de células parabasais em intermediarias e depois em
superficiais, promovendo a proliferacdo do epitélio esca-
moso, periodo com escassez de lactobacilos.®

Apo6s a ovulagdo, na segunda metade do ciclo mens-
trual ocorre um aumento nos niveis de progesterona, favo-
recendo a producéo de vacuolos de glicogénio em células
intermediarias do epitélio escamoso, predominantes nes-
sa fase do ciclo, conjuntamente com a proliferacao de lacto-
bacilos, os quais lisam as células intermediarias, consu-
mindo o glicogénio presente nelas, fendmeno denominado
de citolise. O glicogénio é usado pelos lactobacilos como
substrato para producgédo de acido latico.”

A producgéo de acidos organicos pelos lactobacilos
mantém o pH vaginal em torno de 3,8 a 4,2, criando um
ambiente inéspito para os patégenos e favorecendo a fixa-
¢do dos lactobacilos no epitélio vaginal.® A microbiota
lactobacilar vaginal também é capaz de oxidar carboidratos
por uma via metabdlica, cujo produto final € 0o H,0,, que se
acumula na auséncia de peroxidase. O excesso de
peroxido de hidrogénio é capaz de inibir ou matar outros
microrganismos, principalmente os grupos com caréncia
ou baixa produgdo de peroxidase.®® Além disso, a
microbiota lactobacilar na vagina pode impedir a adeséo e
o crescimento de patégenos através da competicdo por
nutrientes, producéo de bacteriocinas e através da compe-
ticao pelos receptores de ligagéo das células.("®

Quanto a citélise gerada pelos lactobacilos, pode ser
considerada fisiolégica ou nao, dependendo do grau de
lise, e quando ocorre de forma exagerada pode causar sin-
tomas parecidos com a candidiase, como prurido e ardor,
por isso a importancia do correto diagnéstico e diferencia-
¢do entre as duas situagdes."" O fendmeno citolitico tem
sido um achado comum em amostras cervicais pelo
Papanicolaou, cuja anamnese das doentes geralmente re-
lata histéria de consumo de varios tipos de medicamentos
antifangicos,” em fungéo de erro de diagnéstico clinico.'?

Para um correto diagnostico de vaginose citolitica
(VC), ha necessidade de elevado nivel de suspeita clinica,
principalmente nos casos de recorréncia aos especialis-
tas de varias areas pela mesma queixa, sintomatologia sis-
tematicamente refrataria a varios antifungicos/antibiéticos
ou diagnéstico de candidiase complicada. Alactobacilose
com aumento do tamanho do bacilo, mas acompanhado
de modesto aumento do nimero de carga bacteriana sem
citolise, também é uma alteracdo que mimetiza a vaginose
citolitica.(™?

O diagnéstico laboratorial de VC apresenta elevacao
do namero de lactobacilos com citélise e menos de 10
polimorfonucleares por campo microscépico em aumento
de 1.000X.7

Trabalhos que avaliaram alteragdes reativas celula-
res pelo método de Papanicolaou verificaram, além da pre-
senga de citolise, binucleagdo,"® assim como de edema
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nuclear em amostras que apresentavam exclusivamente
microbiota lactobacilar.('¥

Este trabalho tem por objetivo identificar as alteracdes
reativas celulares predominantes frente ao morfotipo
lactobacilar vaginal.

MATERIAL E METODOS

Este foi um estudo descritivo quantitativo, com esta-
tistica por frequéncia simples. As diferencas entre as varia-
veis foram calculadas pelo teste Qui-quadrado, com signifi-
cancia de p<0,05.

A populacgédo alvo desta pesquisa foram 476 mulhe-
res na faixa etaria entre 18 e 65 anos, que realizaram o
exame preventivo do cancer do colo uterino, no ano de
2017, no projeto de pesquisa "Adequabilidade das amos-
tras cervicovaginais de mulheres atendidas no projeto de
extensdo "Prevencéo e educacdo na atencédo a saude da
mulher: coleta e exame Papanicolaou™, no municipio de
Ponta Grossa-PR, das quais foram selecionadas 198
amostras pela utilizacdo dos critérios de exclusdo, que
foram amostras contendo somente microbiota vaginal
lactobacilar.

Foram realizados esfregacos em lamina de material
coletado de raspado cervicovaginal com espatula de Ayre
e escovinha cervical para pesquisa citolégica pelo método
de Papanicolaou e de secrecgéo de fundo de saco vaginal,
coleta com swab para pesquisa da microbiota vaginal pelo
método de Gram.

A bacterioscopia pelo Gram foi analisada em aumen-
to de 1.000X e a citologia pelo Papanicolaou em aumento
de 400X. Foram incluidas no estudo apenas amostras con-
tendo lactobacilos, pelo método de Gram, excluindo-se
aquelas amostras que apresentaram outras bactérias na
microbiota vaginal.

O sistema de quantificagdo microscopica de lactoba-
cilose infiltrado inflamatério pela coloragéo de Gram, numa
média de 15 a 20 campos microscopicos, pelo sistema de
cruzes foi: ausente, 1+ com 1 a 9 lactobacilos/leucécitos
por campo de imersdo, 2+ com 10 a 20 por campo de
imersao, 3+ com 21 a 30 por campo de imerséo e 4+ quando
predominio > 31 lactobacilos/leucécitos por campo de
imerséo.

A fagocitose de lactobacilos pelo método de Gram
foi quantificada por esfregago corado em aumento de
1.000X como: ausente, escassa com até trés fendmenos
em todo o esfregaco, moderada com quatro a seis, acen-
tuada com sete a nove e exacerbacdo com dez leucécitos
apresentando lactobacilo fagocitado.

A quantificacéo de lactobacilos pelo Papanicolaou
em aumento de 400X com leitura em todo o esfregaco
cervical foi considerada como: ausente, escassa com um
a dez por campo, moderada 11 a 49 por campo, acentu-
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ada 50 a 99 e exacerbacdo com mais de 100 lactoba-
cilos por campo.

A avaliacao do infiltrado inflamatério nos esfregacos
cervicovaginais pelo Papanicolaou foi realizada no aumen-
to de 400X, com leitura em todo o esfregaco cervical, com
a seguinte classificagcé@o: ausente, escasso com presen-
ca de um a trés leucoécitos por célula escamosa, modera-
da com quatro a oito leucécitos por célula, acentuada com
nove a vinte leucocitos por célula e exacerbagdo com mais
de 21 leucécitos por célula.

Quanto a presenca de alteracdes reativas celulares,
foram investigadas a presenca de citélise, edema nuclear,
cariomegalia, paraqueratose, binucleagéo e presenca de
micronucleo em aumento de 400X. A quantificacdo dessas
alteracoes foi realizada em toda a extensao do esfregaco
e deu-se da seguinte forma: escassa na presenca de uma
célula em vinte campos, moderada na presenca de uma
célula em dez campos, acentuada na presenga de uma
célula a cada cinco campos e exacerbagédo com a presen-
ca de uma célula a cada trés campos microscépicos anali-
sados pelo método de Papanicolaou. A quantificacdo de
citélise pelo Papanicolaou, por campo, analisando toda a
extensao do esfregaco cervical, foi: presenca de um a dois
nucleos desnudos por campo (escassa), trés a seis (mo-
derada), sete a nove (acentuada) e dez ou mais (exacer-
bacéo). Os critérios de exclusédo foram determinados pela
auséncia de material na lamina ou obscurecimento em mais
de 75% do esfregaco por sobreposi¢céo de leucécitos, e/
ou hemacias e/ou células de descamacgao que impedissem
a perfeita visualizacao da preparacéao.

Morfologicamente, os critérios seguidos para rela-
tar as alteracdes reativas celulares foram: paraqueratose
em células escamosas superficiais com densas particu-
las alaranjadas ou eosinofilicas no citoplasma, vistas iso-
ladamente, em folhas ou em verticilos, com formato re-
dondo, oval, poligonal ou em forma de fuso, nucleos pe-
quenos (aproximadamente 10 um), densos e picnéticos.
Uma alteracdo reativa celular sem carater neoplasico;
citélise na presencga de um fundo citolitico com restos ce-
lulares e nucleos desnudos de células intermediarias;
edema nuclear na presenga de um aumento nuclear mo-
derado, em até duas vezes o tamanho de um nucleo nor-
mal, sem quaisquer anormalidades significativas da
cromatina; cariomegalia com presenca de nucleo com
aumento duas vezes e meia a trés vezes o tamanho nor-
mal, com leve irregularidade no contorno nuclear, minima
hipercromasia e irregularidade na distribuicdo da cro-
matina, ou seja, lesdo compativel com células escamosas
atipicas de significado indeterminado, possivelmente néo
neoplasicas (ASC-US); binucleacdo em células binu-
cleadas com distribuigcdo normal de cromatina em células
escamosas; micronticleo com presenca de incluséo intra-
citoplasmatica derivada de fragmentos de cromatina ou
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cromossomos, um reflexo de aberragédo cromossdmica
durante a mitose celular.

Etica

A populacgdo alvo desta pesquisa foram mulheres que
realizaram o exame preventivo do cancer do colo uterino,
no ano de 2017, no projeto de pesquisa "Adequabilidade
das amostras cervicovaginais de mulheres atendidas no
projeto de extensédo "Prevencéo e educagao na atencéo a
saude da mulher: coleta e exame Papanicolaou™, aprova-
do pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Es-
tadual de Ponta Grossa, com parecer consubstancial n°
1.614.753.

RESULTADOS

Das 198 amostras analisadas pelo método de Gram,
a forma curta de lactobacilos em 186 (93,9%) amostras
foi a mais frequente observada, e longos em 12 (6,1%).
Pelo método de Papanicolaou, os lactobacilos foram ava-
liados em relacédo a frequéncia com 81 (40,91%) amos-
tras quantificadas como escassez e moderada em 75
(37,87%) amostras.

O infiltrado inflamatério pelo Gram foi avaliado pela
presenca de leucoécitos (polimorfonucleares, linfécitos,
macro6fagos e eosinéfilos) e foi escasso em noventa
(45,45%) amostras. Pelo Papanicolaou, os leucécitos fo-
ram escassos em 82 (41,04%) amostras.

O fendmeno de fagocitose pelo Gram foi escasso em
51 (25,76%) amostras. Aunica amostra em que a fagocitose
apresentou-se acentuada foi na presenca de escassos
bacilos curtos, moderado edema nuclear e paraqueratose
e escassa cariomegalia.

As alteracdes reativas celulares oriundas de inflama-
¢do em células cervicovaginais pelo Papanicolaou apre-
sentaram a seguinte quantificacdo: citélise escassa em 47
(23,74%), edema nuclear moderado em 71 (35,86%),
cariomegalia escassa em 27 (13,64%), binucleacdo escas-
so em 70 (35,35%), micronticleo escasso em cinco (2,52%)
e paraqueratose moderada em 47 (23,74%) amostras (Qua-
dro 1 e Figura 1).

A presenca de lactobacilos curtos pelo Gram foi exa-
cerbada na maioria das preparacgées, 111 (59,7%) com pre-
senca moderada em 34 (18,3%), acentuada em 26 (14%)
e escassa em 15 (8,1%). A fagocitose foi mais frequente
com escassez em 49 (26,3%) assim como o infiltrado infla-
matorio em 85 (45,7%) pelo Gram. No método de Papa-
nicolaou, na presenca de lactobacilos curtos, o infiltrado in-
flamatorio mais frequente foi escasso em 76 (40,9%) e as
alteracdes reativas celulares apresentaram-se mais fre-
guentemente em escassez na citélise 42 (22,6%), edema
nuclear moderado em 65 (34,9%), cariomegalia escassa
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Quadro 1 - Dados quantificados das estruturas microscépicas observadas pelo método de Gram (1000x) e Papanicolaou
(400x) de raspado cervicovaginal e de fundo de saco vaginal de mulheres que realizaram o exame de Papanicolaou no
municipio de Ponta Grossa em 2017
Quantificagéo
Microscopia Ausente Escassa Moderada Acentuada Exacerbagao
Abs. % Abs. % Abs. % Abs. % Abs. %
Gram Lactobacilos curtos - - 15 7,57 34 17,17 26 13,13 111 56,06
Lactobacilos longos - - 1 0,50 1 0,50 2 1,01 8 4,04
Fagocitose 136 68,69 51 25,76 10 5,05 1 0,51 - -
Infiltrado inflamatério 97 4899 90 4545 11 5,56 - - - -
Lactobacilos - - 81 40,91 75 37,87 28 14,14 14 7,07
Infiltrado inflamatério 69 3485 82 41,41 40 20,20 7 3,54 - -
Citdlise 90 4545 47 2374 35 17,68 8 4,04 18 9,09
Papanicolaou Edema nuclear 65 3283 53 2676 71 358 9 455 - -
Cariomegalia 156 78,79 27 13,64 15 7,57 - - - -
Binucleagéo 118 59,60 70 3535 10 5,05 - - - -
Micronucleo 193 97,47 5 2,52 - - - - - -
Paraqueratose 95 47,98 24 12,12 47 23,74 32 16,16 - -
Nota: abs.= niimero absoluto, %= niimero em percentual.

Binucleagdo Cariomegalia

Coloragdo Papanicolaou ]/}

Coloragdo Gram 4

LactobacII;)s J

" Infiltrado inflamatério

Figura 1. Alteragées reativas celulares pelo método de Papanicolaou e microbiota lactobacilar vaginal pela coloragdo de Gram.

em 26 (14,0%), binucleacdo escassa em 67 (36,0%), micro-
nucleo escasso em quatro (2,2%) e paraqueratose mode-
rada em 43 (23,1%) amostras (Tabela 1).

Os lactobacilos longos, na analise pelo Gram, foram
exacerbados na maioria das preparagdes, oito (66,7%),
acentuados em duas (16,7%), moderados e escassos em
uma (8,3%), com escassez no infiltrado inflamatério em cin-
co (41,7%) e fagocitose em duas (16,7%). Pelo método de
Papanicolaou, o infiltrado inflamatoério foi escasso em mai-
or frequéncia em seis (50,0%) amostras, o edema nuclear
moderado em seis (50%), a citélise escassa em cinco
(41,7%), cariomegalia escassa e moderada em uma (8,3%),
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binucleacédo escassa em trés (25%), micronucleo escasso
em uma (8,3%) e paraqueratose moderada em quatro
(33,3%) amostras (Tabela 2).

Das alteracdes reativas celulares foram observadas
a presenca exclusiva de citélise em seis (3,0%), de edema
nuclear em oito (4,0%), binucleacdo em duas (1,0%) e
paraqueratose em 22 (11%) amostras.

Duas alteragdes simultaneas num mesmo esfregacgo
cervical foram observadas com citélise e edema nuclear em
18 amostras (9,08%), citélise e binucleagéo em duas (1,0%),
citdlise e paraqueratose em 11 (5,55%), edema nuclear e
cariomegalia em trés (1,5%), edema nuclear e binucleagéo
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Tabela 1 - Presenga de infiltrado inflamatério, fagocitose e altera¢des reativas celulares na presenga de
lactobacilos curtos de raspado cervicovaginal e de fundo de saco vaginal de mulheres que realizaram o
exame de Papanicolaou no municipio de Ponta Grossa em 2017

Microscopia Quantificagéo
Ausente Escassa Moderada Acentuada Exacerbacéo
Abs. % Abs. % Abs. % Abs. % Abs. %
Gram
Fagocitose 126 67,7 49 26,3 10 54 - - 1 0,5
Infiltrado inflamatério 91 48,9 85 457 10 54 - - - -
Papanicolaou
Infiltrado inflamatério 64 34,4 76 40,9 39 21 7 3,8 - -
Citolise 85 457 42 22,6 35 18,8 8 4,3 16 8,6
Edema nuclear 61 32,8 51 27,4 65 34,9 9 4.8 - -
Cariomegalia 146 78,5 26 14,0 14 7,5 - - - -
Binucleagéo 110 59,1 67 36,0 9 4,8 - - - -
Micronlcleo 182 97,8 4 22 - - - - - -
Paraqueratose 87 46,8 24 12,9 43 23,1 32 17,2 - -

Nota: abs.= niimero absoluto, %= nimero em percentual.

Tabela 2 - Presenga de infiltrado inflamatério, fagocitose e altera¢des reativas celulares na presenga de
lactobacilos longos de raspado cervicovaginal e de fundo de saco vaginal de mulheres que realizaram o
exame de Papanicolaou no municipio de Ponta Grossa em 2017

Microscopia Quantificagéo
Ausente Escassa Moderada Acentuada Exacerbacéo
Abs. % Abs. % Abs. % Abs. % Abs. %
Gram
Fagocitose 10 83,3 2 16,7 - - - - - -
Infiltrado inflamatério 6 50,0 5 41,7 1 8,3 - - - -
Papanicolaou
Infiltrado inflamatério 5 41,7 6 50,0 1 8,3 - - - -
Citolise 5 417 5 M7 - - - - 2 16,7
Edema nuclear 4 33,3 2 16,7 6 50,0 - - - -
Cariomegalia 10 83,3 1 8,3 1 8,3 - - - -
Binucleagéao 8 66,7 3 25,0 1 8,3 - - - -
Micronlcleo 11 91,7 1 8,3 - - - - - -
Paraqueratose 8 66,7 - - 4 33,3 - - - -

Nota: abs.= niimero absoluto, %= nimero em percentual.

em nove (4,5%), edema nuclear e paraqueratose em 31
(15,6%), binucleagéo e paraqueratose em cinco (2,5%) e
micronucleo com paraqueratose em uma (0,5%) amostra.
Trés tipos simultaneos de alteracdes reativas celula-
res foram observadas com citélise, edema nuclear e
cariomegalia em trés (1,15%) amostras; citélise, edema e
binucleacdo em 13 (6,56%); citélise, edema e paraque-
ratose em 15 (7,56%); edema nuclear, cariomegalia e
binucleacdao em quatro (2,0%); edema nuclear, cariomegalia
e paraqueratose em trés (1,5%) e com micronucleo, para-
queratose e edema nuclear em duas (1,0%) amostras.
Quatro tipos de altera¢des reativas celulares simulta-
neas numa mesma preparacao citolégica foram citdlise,
edema nuclear, cariomegalia e binucleacdo em 14 (7,1%);
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citolise, edema nuclear, cariomegalia e paraqueratose em
trés (1,5%); edema nuclear, cariomegalia, binucleagéao e
paraqueratose em quatro (2,0%); e com microntcleo,
paraqueratose, citélise e edema nuclear em uma (0,5%)
amostra.

Cinco alteracgdes reativas celulares simultaneas foram
observadas com citélise, edema nuclear, cariomegalia,
binucleacéo e paraqueratose em oito amostras (4,0%) e
micronucleo, paraqueratose, citolise, edema nuclear e binu-
cleacdo em uma (0,5%) amostra.

A andlise estatistica pelo Qui-quadrado demonstrou
associacao significativa entre a quantificagao de infiltrado
inflamatério pelo Gram e Papanicolaou com p=0,037
(Quadro 2).
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Quadro 2 - Valor de p na andlise estatistica pelo Qui-quadrado

Associacdo Valor de p
Quantificagéo de lactobacilos curtos e longos pelo Gram p = 0,854
Infiltrado inflamatério nas amostras com lactobacilos curtos e longos p = 0,896
Fagocitose nas amostras com lactobacilos curtos e longos p=0,678
Lactobacilos curtos e longos pelo Gram em associagdo com o Papanicolaou p = 0,506
Infiltrado inflamatério na presenca de lactobacilos curtos e longos p =0,628
Edema nuclear na presenga de lactobacilos curtos e longos p=0,619
Citélise na presencga de lactobacilos curtos e longos p =0,253
Cariomegalia na presenga de lactobacilos curtos e longos p =0,858
Binucleagdo na presenca de lactobacilos curtos e longos p = 0,681
Micronucleo na presencga de lactobacilos curtos e longos p=0,186
Paraqueratose na presenga de lactobacilos curtos e longos p=0,169
Quantificagdo pelo Gram e quaisquer variaveis pelo Papanicolaou p > 0,05
Infiltrado inflamatério pelo Gram e outras variaveis avaliadas pelo Papanicolaou p > 0,05
Fagocitose pelo Gram e quaisquer variaveis avaliadas pelo Papanicolaou p > 0,05
Infiltrado inflamatério pelo Gram e Papanicolaou p = 0,037

DISCUSSAO

Dada arelevancia apresentada em varios trabalhos
cientificos sobre desenvolvimento da VVC e sobre a rela-
¢do entre a presenca de lactobacilos produtores de L/D-
lactato na facilitagéo da persisténcia do Papilomavirus
Humano (HPV), principal fator de risco para cancer
cervical, seguira a discussao dos resultados obtidos nes-
te estudo.(1519)

Este estudo utilizou metodologias simples e de facil
aplicacdo em qualquer porte de laboratorio clinico, sendo
elas as coloragdes de Gram e Papanicolaou, e observou
maior frequéncia do morfotipo lactobacilar curto.

Os lactobacilos que habitam o ambiente vaginal t&ém
funcao de protecao contra patégenos externos, acidificando
o pH vaginal, inibindo a proliferacdo de bactérias anae-
rébias e a ocorréncia de quadros infecciosos. Contudo,
causam secrecao vaginal fisiolégica branca, inodora, cuja
quantidade varia com o ciclo hormonal da mulher.('")

Um estudo realizado em mulheres brasileiras isolou
e identificou por métodos moleculares dez espécies de
lactobacilos vaginais sendo os mais frequentes o L.
crispatus (30,1%), L. jensenii (26,5%), L. gasseri (22,9%)
e L. vaginalis (8,4%), além dos L. delbrueckii, L fermentum,
L. reuteri e L. rhamnosus, L. mucosae e L. salivarius. As
espécies L. crispatus, L. jensenii e L. gasseri atingiram os
menores valores de pH (proximos a 4,0) e apresentaram
melhor produgéo de H,O,, caracteristicas importantes para
protecgédo contra infecgdes.®

Nos Estados Unidos, Japao e Europa, pesquisas de-
monstraram que séo frequentes também a presenca de L.
iners, com caracteristicas distintas dos demais lactobacilos
pela grande variedade morfolégica e tintorial, descrita como
bacilos curtos relativamente a Gram-negativos,!'® ndo pro-
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dutor de acido D-latico, apenas quantidades limitadas de
peroxido de hidrogénio, com produgédo incomum da citoto-
xina inerolisina, que oferece protecéo limitada contra a
disbiose vaginal e infec¢des sexualmente transmissiveis
com prognostico desfavoravel na gravidez.(®

Mulheres americanas assintomaticas em idade repro-
dutiva apresentaram o ambiente vaginal com prevaléncia
de L. crispatus, L. iners, L. jensenii e L. gasseri. Apresen-
taram microbiota vaginal dominada por lactobacilos em
80,2% as asiaticas, 89,7% as brancas, 59,6% as hispani-
cas e 61,9% as negras, donde especula-se a possibilida-
de dessa diferenca ser determinada por particularidades
genéticas entre os hospedeiros.®)

Na avaliacdo de Ravel e cols., o L. iners foi o mais
frequente na populagéo feminina por eles estudada, segui-
da do L. crispatus, L. jensenii e L. gasseri. Utilizando
sequenciamento de genes 16S RNA, Ravel e cols. apre-
sentaram uma proposta de classificacéo que diferencia o
microbioma vaginal em cinco tipos diferentes denominado
Community State Types (CST), com os tipos |, I, Ill e V do-
minados por L. crispatus, L. gasseri, L. iners e L. jensenii
respectivamente com pouca heterogeneidade microbiana,
e subdividiu o tipo CST IV em A e B, estes associados a
maior diversidade, onde o CST IV-A apresenta baixa quan-
tidade de lactobacilos, coabitando com bactérias estrita-
mente anaerébias ou facultativas como Anaerococcus,
Corynebacterium, Finegoldia e Streptococcus, e CST IV-
B praticamente desprovido na totalidade de lactobacilos,
sendo os componentes mais abundantes os géneros
Atopobium, Prevotella, Parvimonas, Sneathia,
Gardnerella, Mobiluncus e Peptoniphilus, habitualmente
associados a vaginose bacteriana, e relata que o CST-IV é
mais prevalente em mulheres africanas e latino-
americanas."
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Os lactobacilos produzem substancias antimicro-
bianas (H,0O, e bacteriocinas), e inibem a aderéncia de fun-
gos as células vaginais, assim como competem por recep-
tores e nutrientes. Sua deplecéo esta associada a doenca
pélvica, infeccdo pés-cirirgica, infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana, corioamnionites e displasia
cervical.®? Contudo, algumas mulheres podem apresentar
proliferacdo andmala de lactobacilos, de etiologia desco-
nhecida, com aumento excessivo no nimero de lactobacilos,
que promovem extensa citdlise nas células intermediarias
do epitélio escamoso vaginal, nominado de vaginose
citolitica (VC), com grande producao de acido latico e
consequente pH mais baixo que o normal. As células inter-
mediarias do epitélio escamoso vaginal produzem glico-
génio/glicose e por isso sdo mais acometidas pela citélise
por favorecer o sobrecrescimento de lactobacilos em sua
superficie, cujo predominio se da na fase pré-menstrual, na
gravidez e no inicio da menopausa, e como o estrogénio
influencia nessa producéo de glicogénio sugere-se influén-
cia hormonal na fisiopatologia da VC."

Existem evidéncias da formacéo de dois tipos de aci-
do latico no ecossistema vaginal: o acido lactico-levégiro
(AL-L) e o acido lactico-dextrégiro (AL-D). O AL-L n&o sé6
mantém a acidez vaginal como ativa a subclasse Th17 dos
linfocitos T, estimula as células escamosas vaginais a libe-
rar citocinas pré-inflamatoérias na presenca de ARN viral e
€ um potente inibidor das bactérias associadas a vaginose
bacteriana. Produzem AL-D L. crispatus, L. gasseri e L.
Jensenii e teoriza-se que o ratio AL-L/AL-D pode regular a
producéo local de um indutor da metaloproteinase da ma-
triz extracelular (EMMPRIN) pelas células epiteliais, um
cofator essencial no transporte de monocarboxilato-1, re-
ceptor responsavel pela regulagédo dos niveis intracelulares
de acido lactico e prevencgao da morte celular mediada pelo
acido.®

Na VC, o nivel de AL-L esta elevado, mas os niveis de
AL-D ndo, sugerindo que a citélise seria devida ao exces-
so de AL-L que, na auséncia de um aumento concomitante
de AL-D, levaria a uma reducgéo do pH intracelular e a
indugéo de necrose celular.®® A prevaléncia de VC é esti-
mada entre 1%-7% com pico de incidéncia na idade
reprodutiva.” Pesquisadores concluiram que mulheres
com menos relagdes sexuais por semana tém mais ca-
sos de VC em oposicdo as trabalhadoras do sexo com
microbiota vaginal formada por outros tipos de bactéri-
as sem diagnostico de VC.? Uma patologia que mimetiza
a VC é alactobacilose, uma entidade rara que apresen-
ta um aumento modesto da carga bacteriana lactobacilar
por morfotipo longo, sem citélise com menos de dez
polimorfonucleares por campo em microscopia, enquanto
que a VC é causada por elevagdo no nimero de lacto-
bacilos, com citélise e a mesma quantificagcdo de poli-
morfonucleares que na lactobacilose.”
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Os sintomas de VC e sua intensidade podem ser
ciclicos, mais pronunciados na fase lutea, com auséncia
de dor vulvar, com corrimento vaginal abundante, esbran-
quigado, sem odor, leitoso e grumoso e pH vaginal inferior
a 4,2.7 Os sinais e sintomas séo insuficientes para esta-
belecer um diagnéstico correto de VC, o que explica os
erros diagnésticos frequentes. Assim, o diagnéstico
laboratorial de VC da-se pela presenca exclusiva de nu-
merosa microbiota lactobacilar sem outro tipo de micror-
ganismo, com citélise constatada e lactobacilos aderentes
aos fragmentos das células que podem ser confundidos com
clue cells tipicas de vaginose bacteriana.”

Constatou-se que trinta (15%) mulheres que partici-
param deste estudo enquadraram-se no diagnoéstico labora-
torial de VC, com presenca acentuada de lactobacilos, e,
destes, 93% apresentando morfotipo curto pelo Gram, es-
cassa presenca de polimorfonucleares na presenca de
citélise pelo Papanicolaou.

Em se tratando do céncer cervical, o papilomavirus
humano (HPV) é o fator ambiental responsavel pelo desen-
volvimento desse tumor. A probabilidade de uma mulher
adquirir uma infecgao pelo HPV ao longo da vida é de 80%,
contudo, mais de 90% destas infec¢bes resolvem-se es-
pontaneamente através do sistema imunitario inato. Assim,
uma pequena propor¢ao de mulheres desenvolve lesdes
precursoras ou malignas.('®

O pico de incidéncia da infec¢édo por HPV ocorre aos
20 anos de idade, talvez devido a maior imaturidade do
epitélio cervical em adolescentes e jovens adultas,!" po-
dendo contribuir para a maior susceptibilidade a persis-
téncia da infeccdo, a Gardnerella Vaginalis nos micro-
biomas do tipo CST IV.("® Parece evidente a importancia
do microbioma vaginal como fator de protecéo ou persis-
téncia do HPV com consequentes lesdes e desenvolvimen-
to do cancer cervical.(™®

Um maior ratio do isébmero L em relagdo ao isomero
D nos CST Ill e IV provoca uma indugdo de uma meta-
loproteinase da matriz extracelular (EMMPRIN) e ativacao
da metaloproteinase da matriz (MMP-8) com efeitos dano-
so a integridade do epitélio cervical, vindo a aumentar a
permissividade dos queratinécitos basais a invasao pelo
HPV.(1®)

Ja o CST-Il associa-se a maior rapidez na resolucao
da infecgédo pelo HPV, a qual é rica em L. gasseri,("® res-
ponsavel pela produgédo de gasserina, uma bacteriocina
com atividade protetora contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas.('®'®) [ crispatus e L. reuteri também pro-
duzem gasserina,('® assim como as bacteriocinas, lacto-
cinas e crispasinas.®?"

Microbiota vaginal dominada por L. crispatus apre-
senta o pH vaginal mais baixo, por ser esta espécie uma
das maiores produtoras de acido lactico,?" inibindo a co-
lonizacdo por outras espécies, por isso estd associado a
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menores taxas de infecgdes sexualmente transmissiveis
(ISTs), incluindo o HPV/.(1516)

Mulheres HPV positivas apresentam maior diversida-
de bacteriana em relacdo a mulheres sem HPV, além de
menor propor¢éo de lactobacilos,!'>'® assim como consi-
deram a possibilidade da espécie Sneathia ser um
marcador microbiolégico da infecgdo por HPV.(15.19)

Mitra e cols. constataram que portadoras de leséo
intraepitelial de baixo grau (LSIL), lesao intraepitelial de
alto grau (HSIL) e carcinoma invasivo/invasor apresentam
incidéncia duas, trés e quatro vezes maior de CST-1V, res-
pectivamente, quando comparadas com mulheres sauda-
veis,!'5'® com associagdo concomitantemente a maior gra-
vidade das les6es a auséncia de CST-Il, fator que pode
ser indicio de agao protetora deste CST contra o HPV.(1510)
Ainda o mesmo estudo identificou maior risco para o de-
senvolvimento de lesGes precursoras na combinacéao en-
tre a presenca de Anaerococcus vaginae, Gardnerella
vaginalis e Lactobacillus iners com a auséncia de
Lactobacillus crispatus.?

Risco seis vezes superior ao normal de aquisicao de
LSIL e HSIL associado a escassez de Lactobacillus
crispatus e com presenca intensa de Atopobium vaginae
foi apresentado por Oh e cols.?*

Séo crescentes as evidéncias que associam a maior
diversidade microbiana e a redugéo dos géneros de lacto-
bacilos, a excecdo de Lactobacillus iners a predisposicao
e a persisténcia da infecgcéo pelo HPV e a maior gravidade
das lesdes.("519)

Lesdes pré-cancerosas e o cancer cervical em esta-
gio inicial ou avangado séo pesquisados pelo método de
Papanicolaou que também é util e importante no reconhe-
cimento das alteragdes inflamatorias designadas pelo Sis-
tema Bethesda, como alteracgdes celulares reativas,? pos-
sibilitando avaliar a intensidade da reacéo inflamatéria,
acompanhar sua evolucao e, em certos casos, determinar
o agente causal, ?® assim acrescentando importantes in-
formacdes que, em algumas circunstancias, sdo cruciais
para o estabelecimento do diagnéstico.

Sob o efeito persistente de infecgées microbianas e
reacdes inflamatorias, tanto as células escamosas quanto
colunares podem sofrer alteragdes degenerativas, geral-
mente mudancas inespecificas, mas que auxiliam na inter-
pretacdo adequada de alteragdes celulares mais sérias.®)

As alteragdes celulares reativas encontradas neste
estudo na presenca exclusiva de lactobacilos foram a
citolise (55%), edema nuclear (67%), cariomegalia (21%),
binucleacédo (40%), micronucleo (2,5%) e paraqueratose
(52%). Esse trabalho quantificou as alteragdes reativas e
considerou como positiva a presengca das mesmas, mes-
mo que em forma bastante escassa, provavelmente o mo-
tivo que justifica percentuais elevados em relagdo a maio-
ria das publicacdes na area.
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A citélise é o resultado da morte celular quando da
proliferacéo incompleta do epitélio escamoso vaginal (cé-
lulas intermediarias) devido ao excesso de lactato presen-
te no microbioma vaginal na presenca de lactobacilos.
Cerca de 50% das amostras deste estudo apresentaram
citolise, e, destas, 63% dessa alteragao reativa ocorreu na
presenca exacerbada de lactobacilos, e em 6% com es-
cassez de microbiota lactobacilar constatou-se exacerba-
da citélise, fato incomum na rotina laboratorial.

O edema nuclear apresenta o nicleo de uma a duas
vezes aumentado em tamanho, porém, as vezes, pode
apresentar-se maior, geralmente observadas em células
escamosas do tipo superficial ou intermediaria. Apesar
do aumento do tamanho nuclear, a cromatina é finamente
e uniformemente granular e, por ndo se fazer acompanhar
de hipercromasia ou irregularidade da membrana nucle-
ar, ndo representa uma lesdo escamosa significativa para
a avaliacdo de neoplasias.®® Neste estudo, o edema nu-
clear apresentou-se com mais frequéncia associado a ou-
tras alteragdes reativas e apenas em oito (4%) de forma
isolada.

Este estudo considerou cariomegalia as células que
apresentaram alteragées classificadas como ASC-US por
Bethesda, que séo alteragdes celulares mais pronunciadas
do que as alteragdes reativas benignas, com marcante au-
mento nuclear, apresentando variagao nuclear e binu-
cleacao; contudo, sdo quantitativas e qualitativamente me-
nos evidentes que LSIL e HSIL, ndo sendo suficientes para
um diagnéstico de neoplasia intraepitelial.?” Esta altera-
¢do nao foi observada isoladamente neste estudo, mas
concomitantemente a outras alteragdes celulares.

Binucleacéo é o resultado da divisdo nuclear sem a
divisdo celular que pode ocorrer quando da regeneracao
tissular rapida. Considerada como um critério ndo classico
em citologia para identificagdo do HPV,?® neste estudo foi
mais frequente concomitante a outras reagdes celulares,
ocorrendo de forma isolada em 1% das amostras.

Em relagdo ao micronucleo, estudos ocasionais tém
demonstrado aumento da frequéncia dessa alteragao
reativa celular no cancer cervical invasivo, sendo sugerido
a possibilidade de um score do micronucleo na esfoliagéao
de células cervicais como um critério adicional para o es-
tabelecimento de risco de cancer.®® O microntcleo tem sido
usado como biomarcador de dano em cromossomos, ins-
tabilidade do genoma e risco de cancer, integrando muta-
¢bes adquiridas e susceptibilidade genética para muta-
¢bes.® Este estudo verificou a presenga de microntcleo
em cinco (2,52%) amostras, o qual ndo se deu de forma
isolada, mas na presenca de outras alteragdes como para-
queratose, edema nuclear, cariomegalia e binucleagao.

A paraqueratose é uma alteragéo reativa benigna cau-
sada por irritagédo crénica, onde as células escamosas apa-
recem queratinizadas®® e, as vezes, é observada em as-

RBAC. 2019;51(3):219-29



Alteragdes celulares reativas frente ao morfotipo de lactobacilos vaginais

sociagao com infec¢des por HPV, considerado um achado
importante em casos sem fundo inflamatério, caracteriza-
do pela presenca de nucleos frequentemente picnéticos e
hipercromaticos com citoplasma eosinofilico escuro, geral-
mente associado a um epitélio escamoso relativamente
maduro.

Casos de paraqueratose ou hiperqueratose devem
ser reexaminados, pois podem sobrepor uma alteragéo
anormal, como displasia ou carcinoma de células esca-
mosas.®” Neste estudo foi observado com mais frequéncia
a paraqueratose concomitante com outras alteragdes celu-
lares como binucleagdo, cariomegalia, microntcleo e
edema nuclear.

O exame citolégico cervical pelo Papanicolaou tem
sido a melhor estratégia de saude publica para a detecgéo
de lesGes pré-neoplasicas e neoplasicas e na identifica-
céo de alteragdes citomorfolégicas relacionadas ao HPV.
Atualmente existe grande preocupac¢éao em torno da detec-
céo citolégica precoce desta infecgdo e também com a
melhoria do diagnéstico citolégico, pois em paises em de-
senvolvimento a triagem citolégica vem falhando em pro-
mover a reducdo na incidéncia de cancer cervical, sendo
uma das causas a limitacéo de sensibilidade do método.
Com isto, tem-se estudado a introdug¢ado de novos critérios
morfol6gicos, denominados néo classicos ou secundarios,
para diagnéstico citolégico de HPV.?®

As alteracdes celulares reativas néao classicas, de na-
tureza benigna sé@o: aumento nuclear (cariomegalia); binu-
cleacdo ou multinucleagao, ocasionalmente; nucléolos uni-
cos ou multiplos; o citoplasma pode apresentar policro-
masia, vacuolizacdo ou halos perinucleares. Muitas vezes
um nucleo benigno pode assumir proporgdes gigantescas
com aumento do contetdo de cromatina porém sem crité-
rio conspicuo de malignidade.®)

O achado de quatro ou mais dos critérios nao classi-
cos pode ser suficiente para concluir infecgdo por HPV.
Collago e Pinto preconizam que, para confirmar a presen-
ca do HPV, existe a necessidade de pelo menos dois crité-
rios, sendo que um deles deve ser classico.®"Quando ob-
servados mais de trés critérios ndo-classicos, pode ser re-
latada a presenca do virus. "

Este estudo verificou a presenca de critérios néo clas-
sicos de natureza benigna: o edema nuclear, a binucleagéo
e a cariomegalia; além disso, a paraqueratose, que tem
sido implicada na presenca de HPV, assim como a pre-
senca de micronucleo. A presenca de critérios nédo classi-
cos, de micronucleo e de paraqueratose se fizeram pre-
sentes em amostras com dois critérios simultaneamente
em cinquenta (25%), com trés alteracdes reativas simulta-
neas em oito (4,0%) e com quatro alteracdes reativas ce-
lulares em quatro (2,0%).

O aprimoramento no diagnoéstico citolégico de infec-
céo cervical por HPV é de grande importancia. As dificul-
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dades diagnésticas e o fato de uma parte das infeccdes
por HPV serem assintomaticas dificultam as estimativas
de prevaléncia,® o que torna recomendavel a introdugéo
de critérios n&o classicos de HPV a fim de aumentar a sen-
sibilidade do exame citoldgico.?

Franco relata que, com a utilizacéo dos critérios néo
classicos associados aos classicos na leitura de esfre-
gacos cervicovaginais, a deteccado de HPV aumentou sen-
sivelmente, sendo que 80,7% dos NIC |, 84,6% dos NIC II,
66,6% dos NIC lll e 52,1% dos carcinomas cervicais pas-
saram a apresentar estigmas que sugeriam associagao
com HPV. &3

Como a citologia € um método que se baseia nas alte-
racdes celulares usualmente associadas a infec¢édo por HPV,
as vezes nao suficientemente especificas para este agen-
te, casos da infeccdo viral podem nao diferir morfo-
logicamente de rea¢des ndo especificas ou alteragdes in-
flamatoérias. *® Deve-se com isto relacionar que um niime-
ro razoavel de casos previamente selecionados como in-
flamatérios podem ser considerados, aplicando-se os cri-
térios ndo classicos, como infecgéo subclinica ou latente
por HPV.G4

A tendéncia mundial é realizar o rastreio do cancer
cervical pelo teste HPV com citologia reflexiva nos casos
de HPV positivo, e neste caso a insergéo dos critérios ndo-
classicos para avaliagédo dos esfregacos HPV positivo po-
dem aumentar a sensibilidade do teste citolégico no acom-
panhamento clinico.

CONCLUSAO

Este estudo avaliou amostras cujo microbioma vagi-
nal esteve constituido exclusivamente por lactobacilos na
coloracéo de Gram, tidos como protetores contra agentes
agressores externos ao ambiente vaginal. Contudo a pre-
senca de alteracdes reativas celulares néo classicas foi ob-
servada em percentual significativo das amostras trabalha-
das.

As alteracdes reativas celulares consideradas critéri-
os ndo classicos pra HPV encontradas nesse trabalho fo-
ram edema nuclear, cariomegalia, binucleacdo e para-
queratose.

Certamente estudos longitudinais se fazem necessa-
rios a fim de preencher as lacunas deste estudo, contudo a
reavaliagdo do valor dos critérios né@o classicos a fim de
aumentar a sensibilidade dos testes citolégicos no rastreio
cancer cervical, principal no advento da citologia reflexiva
nos teste HPV, é digno de reflexao.

Abstract

Objective: Identify predominant cells reactive changes against the
inflammatory infiltrate and the lactobacillary vaginal morphotype.
Methods: Qualitative descriptive study, calculated by chi-square with
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198 samples. Cervicovaginal scrapings were realized by the
Papanicolaou, and vaginal pouch fundus secretion to investigate the
vaginal microbiota by Gram. Results: Short form of lactobacilli in 186
(93.9%) samples andlongin 12 (6.1%). Inflammatory infiltrate by Gram,
scarce in 90 (45.45%) and Papanicolaou in 82 (41.04%). Fagocytosis
by Gram, scarce in 51 (25.76%). Papanicolaou cells reactive changes:
scarce cytolysis (23.74%), moderate nuclear swelling (35.86%), scarce
caryomegaly (13.64%), scarce binucleation (35.35%), scarce
micronucleus (2.52% ) and moderate parakeratosis (23.74%).
Significant chi-square between the quantification of inflammatory
infiltrate by Gram and Papanicolaou with p = 0.037. 30 (15%) were in
the laboratory diagnosis of CV. Non-classical criteria, and micronucleus
and parakeratosis present in samples with two criteria simultaneously
in 25%, three simultaneous in 4.0% and four simultaneous in 2.0%.
Conclusion: Non-classical criteria may increase the sensitivity of
cytological tests in the advent of refletive cytology in the HPV tests.

Keywords
Microbiota; Lactobacillus; Papanicolaou test
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