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CST-4 - Community state type (tipo de estado da comunidade)
HPV — Papiloma virus humano

HIV — Virus da imunodeficiéncia humana

INCA — instituto nacional do cancer

ISTs — InfeccBes sexualmente transmissiveis

NIC — Neoplasias intraepiteliais cervicais

NAATS - Testes de amplificacdo de &cidos nucleicos

VB — Vaginose bacteriana
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RESUMO

A microbiota vaginal é composta por uma diversidade de microrganismos que habitam a vagina,
seja de forma permanente ou transitéria. Muitas sdo as indagacdes acerca do que poderia causar
uma ruptura no equilibrio vaginal no que diz respeito a composicéo bacteriana, inflamacéo, alte-
racdo do pH e secrecdo de substancias (citocinas e enzimas). Além disso, ja esta estabelecido que
a vaginose bacteriana pode predispor a infeccdo pelo HPV, sua persisténcia e desenvolvimento de
lesGes precursoras de cancer de colo uterino. O objetivo desse estudo foi elucidar a correlagdo
entre a microbiota vaginal e a persisténcia da infec¢do pelo HPV. Trata-se de uma revisdo biblio-
gréfica abrangente utilizando as Bases de Dados Medline/PubMed e Web of Science publicados
no periodo de 2010 até 2021. Espera-se elucidar o papel da microbiota vaginal nos mecanismos
fisiopatogénicos envolvidos na infec¢do pelo HPV e na sua progressdo para malignidade.

Palavras-chaves: Vaginose bacteriana; disbiose vaginal; microbiota vaginal; ecossistema

vaginal; HPV; papilomavirus humano.
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1 INTRODUCAO

A microbiota vaginal é composta por uma diversidade de microrganismos que habi-
tam a vagina, seja de forma permanente ou transitéria. O ecossistema vaginal € dindmico e sofre
influéncia de diversos fatores: etnia, fase do ciclo menstrual, imunidade, gestacdo, comportamen-
to sexual, contraceptivos, além de produtos e medicamentos de uso topico. Na composi¢cdo de um
microambiente vaginal considerado saudavel predominam diferentes espécies de lactobacilos,
sendo que 0s mais comuns sdo o L.crispatus, L. iners, L. jensenii e L. gasseri. Essas bactérias
produzem perdxido de hidrogénio (H202), bacteriocinas e biossurfactantes que impedem a ade-
séo e proliferagdo de agentes patogénicos (MARTINS, 2005).

Muitas sdo as indagacdes acerca do que poderia causar uma ruptura no equilibrio
vaginal no que diz respeito a composi¢cdo bacteriana, inflamacéo, alteracdo do pH e secrecdo de
substancias (citocinas e enzimas). Além disso, existem duvidas quanto a participacdo de um agen-
te principal ou de uma etiologia polimicrobiana na causacgdo dos sintomas da dishiose, conhecida
como Vaginose bacteriana (VB) (REDELINGHUYS et al, 2020).

O fato é que, o desequilibrio da microbiota vaginal torna a mulher mais suscetivel
as vaginoses e vaginites, podendo apresentar um carater de repeticdo. Além disso, esse desequili-
brio esta associado a um aumento de risco para outras infecgdes causadas pelo HPV (papilomavi-
rus humano), HIV (virus da imunodeficiéncia humana), clamidia, doenca inflamatdria pélvica,
bem como resultados obstétricos adversos, como abortos e prematuridade.

O diagndstico da vaginose bacteriana é complicado, uma vez que 50% a 75% dos
casos podem ser assintomaticos. Sdo empregados os critérios de Amsel e escore de Nugent, que
utilizam paréametros clinicos e microbioldgicos, respectivamente. Mais recentemente, testes de
biologia molecular (Sequenciamento de Nova Geracgdo), testes de amplificacdo de acidos nuclei-
cos (NAATS) e testes para a deteccdo de metabdlitos e proteinas (sialidase, prolina aminopeptida-
se) tém sido considerados promissores no diagnostico de vaginose bacteriana (REDELINGHUY'S
et al; 2020).

Da mesma forma que ja esta estabelecido que a vaginose bacteriana pode predis-
por a infeccdo por outros patdgenos, essa condicdo também tem sido implicada na aquisicdo e
persisténcia da infeccdo pelo HPV e desenvolvimento de lesdes precursoras de cancer de colo
uterino (NORENHAG et al, 2019).
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Compreender acerca da historia natural do HPV é de suma importancia no combate
ao cancer de colo uterino, uma vez que ja foi comprovado que ndo existe cancer cervical sem que
0 HPV esteja presente (PINTO et al., 2002; NICOLAU, 2003). Sabe-se também que sdo conheci-
dos mais de 100 tipos de virus HPV e que, pelo menos 15 tipos, séo considerados oncogénicos.
Desses, 0s tipos 16 e 18 respondem por 70% dos casos.

Para o desenvolvimento de uma neoplasia cervical é necessario a coexisténcia de
infeccdo por um HPV oncogénico, bem como a persisténcia da infeccdo ao longo do tempo, o
que significa que houve uma falha nos mecanismos de defesa do hospedeiro.

Segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA), o cancer de colo uterino é o ter-
ceiro tumor mais prevalente na populacéo feminina, ficando atras apenas do cancer de mama e do
colorretal. Aléem de corresponder a quarta causa de morte em mulheres por cancer no Brasil
(ALMEIDA et al., 2006).

A vista das colocagBes acima, o objetivo desse projeto de pesquisa seria elucidar, a
luz das evidéncias atuais, a correlacdo entre a microbiota vaginal, a infec¢do pelo HPV e o possi-

vel desencadeamento das neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) e cancer de colo.

1.1  Problema de pesquisa
Como a disbiose vaginal, condi¢do conhecida como vaginose bacteriana, poderia
estar implicada na aquisi¢do e persisténcia do papilomavirus humano contribuindo para o apare-

cimento das lesdes precursoras de cancer de colo uterino?

1.2 Justificativa

Estabelecer uma correlagdo entre vaginose bacteriana e lesées precursoras de can-
cer de colo uterino implica em conhecer as alteracdes na microbiota vaginal que possam colabo-
rar para a aquisicao e persisténcia da infeccdo por HPV, e consequentemente, para a progressdo
da doenca. Esses achados poderiam contribuir de forma a possibilitar o diagnostico dessa condi-
¢do e a adocdo de terapéutica precoce.

Além disso, a expectativa de encontrar biomarcadores para doenca HPV induzida
seria de utilidade para a identificacdo de mulheres consideradas de risco para neoplasia de colo.

Ampliar o conhecimento na area acerca da microbiota vaginal poderia fazer com

que diagndstico de VB (vaginose bacteriana) ndo fosse definido apenas com base na proporgéo
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entre espécies Lactobacillus spp e anaerdbios.
Por ultimo, aprofundar o conhecimento acerca da microbiota vaginal, fisiopatolo-
gia da vaginose bacteriana e sua associacdo com as lesdes HPV induzidas, seria importante para

abordagem das mulheres que tém quadros de vulvovaginites recorrentes.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral
O objetivo deste projeto de pesquisa seria elucidar, a luz das evidéncias atuais, a

correlagdo entre a microbiota vaginal e a infecgéo pelo HPV.

2.2  Objetivos especificos

-Conhecer a respeito do ecossistema vaginal e compreender a relagdo hospedeiro
microbiota;

-Compreender a fisiopatologia da vaginose bacteriana (disbiose vaginal) e os fatores
envolvidos na recorréncia da infeccéo;

-ldentificar os mecanismos facilitadores locais que se relacionam ao surgimento
da infeccéo por HPV;

-Relacionar a vaginose bacteriana e a predisposicdo ao surgimento do HPV;

-Aprofundar o conhecimento sobre a evolugdo das neoplasias epiteliais cervicais;

-Produzir artigo cientifico robusto sobre o tema estudado;
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3 METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo bibliografica abrangente a fim de levantar quais relacbes
existem entre a disbiose vaginal e a infecgdo pelo HPV.

Foi empreendida uma busca nas Bases de Dados Medline/PubMed e Web of Sci-
ence publicados no periodo de 2011 até 2021, em lingua inglesa e portuguesa. Foram seleciona-
dos estudos clinicos, estudos clinicos controlados e estudos clinicos controlados randomizados.
Para tanto, utilizou-se os seguintes descritores combinados entre si: “vaginose bacteriana”, “dis-
biose vaginal”, “microbiota vaginal”, “ecossistema vaginal”, "HPV" e “Papilomavirus humano”.
Estes termos foram utilizados em portugués e inglés, associados aos operadores booleanos
“AND” e “OR”.

Os critérios de inclusdo foram artigos em lingua portuguesa e inglesa com texto
completo disponivel. Os critérios de exclusdo foram artigos em outras linguas, artigos cuja popu-
lacdo estudada incluiu gestantes e artigos tratando de outras infeccdes associadas (HIV, Chlamy-
dia trachomatis, entre outros).

As referéncias bibliograficas dos artigos elencados também puderam ser consulta-
das com o intuito de encontrar artigos relevantes nao selecionados nas estratégias de busca inici-
al.

A investigacdo encontrou um total de 201 artigos nas bases de dados consultadas, dos
quais 48 foram selecionados inicialmente apos leitura do titulo. Nove artigos estavam em dupli-
cidade nas bases de dados. Apds leitura dos resumos (abstract), 20 artigos foram eleitos para lei-

tura na integra.
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A figura 1 mostra o diagrama de fluxo de recuperacdo, excluséo, sele¢éo e inclusdo dos estudos.

Numero de artigos identificados
(n=201)

l

Numero de artigos ap0s selecionar
pelo titulo (n=48)

NUmero de artigos selecionados

Numero de artigos apos eliminar para leitura na integra apds ler o
duplicidade (n=39) — abstract
(N=20)

FIGURA1
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4 RESULTADOS ESPERADOS

Considerando que a vagina constitui um ecossistema complexo e dindmico e que a disbio-
se poderia favorecer as infec¢bes por agentes sexualmente transmissiveis, entre eles 0 HPV, espe-
ra-se que o estudo possa elucidar quais espécies bacterianas sao mais prevalentes e poderiam es-
tar implicados na infeccao e persisténcia do HPV, e se possivel identificar como influenciam na
imunidade inata e adquirida local.

Além disso, almeja-se obter como resultado principal a confirmacgédo se o tipo de CST-4
(Community state type), na qual ha o predominio de bactérias associadas a VB, e com uma baixa
populacdo de Lactobacilos - que colaboram com equilibrio do ecossistema vaginal - esta implica-
do na persisténcia da infeccéo pelo HPV.

E por fim, deseja-se identificar quais sdo os biomarcadores relacionados & microbiota va-
ginal e que possam predizer qual infeccdo HPV induzida ir4 evoluir com persisténcia e progres-

sdo para lesdes precursoras do cancer.
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5 REFERENCIAL TEORICO

O equilibrio dindmico na composicéo e na diversidade de microrganismos que compdem
a microbiota vaginal desempenha um papel importante na salde reprodutiva feminina. Nesse
sentido, os lactobacilos sp sdo responsaveis por defender o ambiente vaginal contra a ameaca de
agentes patogénicos e das infec¢bes sexualmente transmissiveis (ISTs), por meio da producao de
acido lactico, bacteriocinas e perdxido de hidrogénio (MITRA, 2015). Além disso, essas bactérias
interferem com a adesividade celular dos outros agentes, ativam o sistema complemento e
dificultam a formacéo de biofilmes (KOVACHEYV, 2019).

A microbiota vaginal sofre alteracGes conforme a idade, a etnia, os horménios do ciclo
menstrual, a concentracdo de glicogénio nas células epiteliais, o pH vaginal e a resposta
imunolodgica do hospedeiro (REDELINGHUYS et al. 2020, p.4). Além disso, os hébitos de
higiene, a atividade sexual, o estresse, fatores dietéticos, doengas como diabetes, podem interferir
com esse equilibrio (CASTANHEIRA, 2020).

Através dos estudos de microbiologia e técnicas moleculares para identificacdo
bacteriana, ja foram documentados cinco tipos diferentes de ecossistemas vaginais em mulheres
assintomaticas em idade reprodutiva, que sdo os chamados Community State Types (CST). Sabe-
se que algumas CST sdo mais indcuas, enquanto outras estdo mais associadas a uma dishiose.
Nas CST I, II, Il e V observa-se o predominio de lactobacillus crispatus, gasseri, iners e jensenii,
respectivamente. A CST IV é dividida em A e B, sendo que a CST IVA apresenta uma baixa
quantidade de lactobacilos que coabitam com outras bactérias estritamente anaerdébias ou
facultativas tais como: Anaerococcus, Corynebacterium, Finegoldia e Streptococcus. A CST
IVB é praticamente desprovida de lactobacilos, sendo os seguintes géneros os mais abundantes:
Atopobium, Prevotella, Parvinomonas, Sneathia, Gardnerella, Mobiluncus e Peptoniphilus. A
CST IV-B é a que esta relacionada a Vaginose Bacteriana (AGUIAR, 2017).

A Vaginose Bacteriana tem uma patogénese complexa e uma etiologia polimicrobiana
pouco esclarecida. Acredita-se que o desequilibrio na microflora vaginal seja o principal
contribuinte para a dishiose e o0s sintomas clinicos caracteristicos (REDELINGHUYS et AL.,
2020, p.3). Esta patologia € caracterizada pela deplecdo de lactobacilos associado a um
supercrescimento de bactérias anaerobias, condi¢do que produz um corrimento vaginal com odor
desagradavel e que pode levar & complicagdes obstétricas, doenca inflamatoria pélvica, infecces

de feridas pds-operatorias (cesariana, histerectomia) e endometrite apds abortos eletivos. Além
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disso, a VB predispde as mulheres as diversas infecgdes sexualmente transmissiveis, inclusive o
papiloma virus (HPV) (GAO, 2013, p.2).

Para se fazer o diagnostico de VB podem ser utilizados os critérios clinicos de Amsel e o
Escore de Nugent. Os critérios de Amsel sdo quatro: 1) corrimento branco-acinzentado
homogéneo e bolhoso; 2) pH vaginal > 4,5; 3) teste de aminas com KOH 10% positivo; 4)
presenca de células alvo (“clue-cells”). Para a definicdo do diagnostico sdo necessarios, no
minimo, 3 destes critérios. Em relacdo ao Escore de Nugent, emprega-se a bacterioscopia de
esfregaco corado por Gram, para investigar a presenca e a porcentagem de morfotipos
bacterianos especificos (Lactobacilos, Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp), com atribuicdo de
um escore de 0 a 10. Um resultado de 0 a 3 indica flora normal, 4 a 6 flora intermediaria e 7 a 10
indica VB (VESPERO, 2000).

Existem também testes rapidos para detectar as aminas biogénicas malcheirosas, os niveis
de sialidase (poliamina presente na secre¢do vaginal) e a presenga da prolina aminopeptidase
(enzima utilizada como marcador de VB). Mais recentemente, novas tecnologias de
sequenciamento molecular tém contribuido para a investigacdo da composicdo da microbiota
vaginal e sdo promissoras para o diagnostico da VB, bem como para estabelecer a relacdo da
flora com outros patdégenos (REDELINGHUYS et al, 2020).

Outro ponto importante que merece destaque é a resposta imune inata e adquirida do trato
genital feminino. A imunidade inata seria a primeira linha de defesa do organismo. O proprio
epitélio vaginal participa dessa funcdo. O muco, a acidez do pH, lactobacilos e outros
componentes sdo essenciais para a imunidade vaginal, uma vez que dificultam a proliferacdo de
microorganismos invasores (DE LIMA, 2008) Participam da imunidade inata a lecitina ligadora
de manose [MBL], componentes do sistema complemento, defensinas, inibidor da protease
secretoria dos leucocitos (SLPI), 6xido nitrico, os receptores de membranas (“Toll-like”) e
células fagocitarias (macréfagos e Células de Langerhans ou dendriticas). A lecitina ligadora de
manose é uma proteina plasmatica que ativa a via das lecitinas do sistema complemento atuando
na neutralizacdo de patdégenos (LINHARES, 2010, p. 372).

Os lactobacilos participam da imunidade inata do trato genital feminino e sdo
responsaveis pela manutencdo do pH acido decorrente da produgdo de &cido lactico. Essas
bactérias também produzem o peréxido de hidrogénio (H202), que possui atividade
antimicrobiana e antiviral (DE LIMA, 2008, p.298).
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A partir da imunidade inata acontece uma sequéncia de eventos que levam a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias que ativam o sistema imune adquirido através da ativacdo dos
linfécitos T e B. (LINHARES, 2010, p. 372). O papel das citocinas pré-inflamatorias tém sido
supostamente relacionado a disbiose vaginal por favorecer o aumento da diversidade microbiana,
0 recrutamento imune e a resposta inflamatdria. No caso da VB, acredita-se que a inflamacao
deve-se as citocinas e ndo ao recrutamento da resposta imune celular (CASTANHEIRA, 2020).

A imunidade adquirida é representada via secrecdo de imunoglobulinas pelo epitélio
vaginal. As IgAs sdo as principais imunoglobulinas presentes nas secre¢cfes mucosas. No
entanto, tem sido observado uma predominéncia da IgG em relagdo a IgA nas secrecfes do trato
genital feminino. E sabido também que os horménios influenciam na quantidade de
imunoglobulinas no conteudo cervicovaginal, de modo que, existe uma variagdo na concentracéo
das mesmas durante o ciclo menstrual da mulher. Dessa forma, acredita-se que a resposta imune
vaginal ndo oferece uma protecdo prolongada, ou seja, ndo promove uma memdaria imunoldgica
definitiva e isso explicaria os quadros de reinfeccdo em curto periodo de tempo (DE LIMA,
2008).

A maneira como a resposta imunoldgica inata e adquirida atuam no sentido de favorecer a
eliminacdo do virus HPV ou sua persisténcia e progressdo para lesbes pré-cancerosas e cancer de
colo invasivo tem sido muito investigada.

A resposta imune inata a infeccdo por HPV parece envolver a ativacao de receptores “toll-
like” e células Natural Killer, enquanto o clearance viral estaria relacionado com a resposta
imune adaptativa e contaria com a participacdo das células apresentadoras de antigenos (Células
de Langerhans). O HPV 16 consegue “downregular” essas duas respostas (KYRGIOU, 2016).

O virus do papiloma humano € considerado o agente infeccioso sexualmente
transmissivel, mais comum e mais prevalente no mundo. Segundo Fedrizzi (2008, p.1), estima-se
que pelo menos 50% das pessoas irdo se infectar, logo na iniciagdo sexual, com manifestagdo em
algum momento de suas vidas. O virus HPV pode ser eliminado de forma espontanea dentro de 6
a 18 meses da infeccdo. Dessa forma, apenas uma pequena parte das mulheres que séo infectadas
vao persistir com o virus por mais de 2 anos, podendo ainda regredir ou evoluir para neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) e carcinoma cervical.

Até o momento séo conhecidos 200 tipos de HPV, dos quais cerca de 40 infectam o trato
genital e 15 sdo considerados oncogénicos (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e
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82) e estdo associados a malignidade (CARVALHO et al., 2021). Os tipos 16 e 18 estdo
associados a canceres invasivos em aproximadamente 65-75% dos casos (KYRGIOU, 2016).

Evidéncias sugerem que a infeccdo pelo Papilomavirus Humano de alto risco é
fundamental, mas nao suficiente para o desenvolvimento de doenca cervical pré-invasiva e
invasiva (KYRGIOU, 2016). Atuando como cofatores cita-se: o0 uso prolongado de
contraceptivos, tabagismo e os tratamentos hormonais, sendo que todos tem ligagdo com a
progressdo para neoplasia cervical (KWASNIEWSKI, 2018).

A persisténcia da infeccdo por HPV e as vias carcinogénicas envolvidas no aparecimento
de lesdes de alto grau e cancer sdo incompletamente conhecidas. Os estudos tém apontado para
uma maior diversidade microbiana em mulheres HPV positivas quando comparadas com
mulheres HPV negativas. Da mesma forma, tipos especificos de CST (Community State Type)
podem estar envolvidos na chance de maior persisténcia da infeccdo e progressdo neoplasica.
Especula-se que a composigdo do microbioma vaginal possa influenciar a resposta imune inata do
hospedeiro facilitando o processo inicial da infecgéo e o desenvolvimento de displasia cervical
(KYRGIOU, 2016; KWASNIEWSKI, 2018).

Kyrgiou et al (2016) questionaram se 0 microbioma teria um papel de interferir
diretamente sobre as oncoproteinas E6 e E7 ou se a disbiose seria induzida pela infeccdo pelo
HPV (KYRGIOU, 2016). A oncoproteina E6 atua na degradacdo do p53, alterando a regulacdo
do ciclo celular, impedindo a apoptose e produzindo instabilidade cromossémica e imortalidade
celular, enquanto a E7 opera na degradacdo do pRB (proteina do retinoblastoma), promovendo a
superexpressdo do p16 culminando com o desarranjo cromossémico (De SANJOSE, 2018).

Por meio de técnicas de sequenciamento genético, Wei (2021) observou que a microbiota
vaginal de mulheres HPV-positivas apresentava menor numero de Lactobacillus,
Sporolactobacillus, Atopobium, Veillonella, e Sneathia quando comparada com mulheres HPV-
negativas. Concomitante, as mulheres HPV-positivas exibiam uma flora com predominio de
Gardnerella, Prevotella, Dialister, Slackia, Actinomyces, Porphyromonas, Peptoniphilus,
Anaerococcus, Peptostreptococcus, Satreptococcus, Ureaplasma, Megasphaera, e Mycoplasma.
Para esses autores, a primazia de bactérias associadas a vaginose bacteriana na fase inicial de
infeccdo por HPV de alto risco poderia aumentar a chance de neoplasia cervical (WEI, 2021,
p.6).

A prevaléncia de Sneathia spp foi ponderada como marcador bioldgico de risco elevado
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para aquisicdo do HPV (LEE et.al, 2013, p.4). Outro estudo apontou a mesma como 0 mais
provavel tdxon correlacionado com o desenvolvimento de lesdes pré-cancerosas e carcinoma
cervical (LANIEWSKI et.al, 2018).
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