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RESUMO
A microbiota vaginal normal € composta por espécies de Lactobacillus

que, principalmente devido a capacidade de producdo de acido latico,
conferem um ambiente protetor contra as infec¢cdes sexualmente
transmissiveis (ISTs), incluindo pelo papilomavirus humano (HPV), que é
a IST mais prevalente mundialmente. Quando h& substituicdo de
Lactobacillus spp. por espécies anaerObias e facultativas como
Gardnerella vaginalis, Fannyhessea vaginae, Prevotella spp. entre outras,
tem-se uma condicdo conhecida como vaginose bacteriana (VB). A
microbiota vaginal pode ser classificada molecularmente, de acordo com o
perfil dos genes bacterianos codificantes do RNA ribossdmico 16S em
cinco tipos de comunidades bacterinas (CSTs, do inglés community-state
types) apds sequenciamento. Em quatro CSTs, observa-se o predominio
de Lactobacillus spp., sendo: L. crispatus a espécie dominante na CST |,
L. gasseri na CST Il, L. iners na CST Il e L. jensenii na CST V. Na CST
IV, observa-se a deplecdo de Lactobacillus, acompanhada por uma
microbiota diversa, com abundancia de espécies anaerdbias e
facultativas, compreendendo a maioria dos casos de VB. Na VB, observa-
se 0 aumento dos niveis cérvico-vaginais de citocinas inflamatorias e de
produtos bacterianos, como as sialidases. Tais alteragcbes nos
componentes ceérvico-vaginais reduzem a capacidade de protecdo da
barreira fisica e imunolégica local. Portanto, alinhado ao objetivo de
correlacionar os parametros da microbiota vaginal e os niveis de citocinas
no ambiente cérvico-vaginal nas diferentes CSTs vaginais, foi verificado
que, em geral, a CST Il apresenta um perfil distinto de correlagdes,
principalmente entre carga bacteriana e citocinas, quando comparado as
outras CSTs dominadas por Lactobacillus (CST | e CST Ill). Embora os
mecanismos pelos quais a VB contribua para a aquisicéo e persisténcia
de ISTs ndo sejam completamente elucidados, acredita-se que o aumento
das sialidases bacterianas locais esteja envolvido. Neste sentido,

objetivou-se comparar as cargas do gene nanH3 que codifica a sialidase



de Gardnerella spp. no fluido cérvico-vaginal de mulheres com
persisténcia da infeccdo pelo HPV de alto risco oncogénico (hrHPV, do
inglés high-oncogenic risk HPV) e aquelas que eliminaram a infeccéo
(clearance) apds 12 meses. Observou-se que, embora ndo haja diferenca
na carga de nanH3 entre os grupos com persisténcia e clearance de
hrHPV, quando considerado apenas o genoétipo HPV16, a carga de nanH3
é significativamente maior em mulheres com a persisténcia viral. Portanto,
a classificagdo molecular da microbiota vaginal e a correlagdo dos
parametros microbiolégicos com citocinas permitem o melhor
entendimento nos mecanismos envolvidos na relacdo entre a microbiota
vaginal e a maior vulnerabilidade as ISTs. Além disso, a identificagdo de
fatores de viruléncia bacterianos, como as sialidases, produzidos por
componentes da microbiota vaginal alterada podera contribuir para a

identificacdo de preditores da microbiota associados a persisténcia de

ISTs, como o HPV e as lesbes HPV-induzidas.

Palavras-chave: Microbiota vaginal, citocinas; sialidases, infeccdes

sexualmente transmissiveis; papilomavirus humano.



ABSTRACT
The normal vaginal microbiota is dominated by Lactobacillus spp. that,

mainly due the capacity lactic acid production, provide an acidified and
protective environment against changes in the microbiota and the
acquisition of sexually transmitted infections (STIs). The shift of
Lactobacillus spp. by anaerobic and facultative species such as
Gardnerella vaginalis, Fannyhessea vaginae, Prevotella sp. among others,
leads to a condition known as bacterial vaginosis (BV). Molecularly, the
vaginal microbiota may be classified into five community-state type (CST)
by sequencing the bacterial 16S rRNA gene. In four CSTs is observed
predominance of Lactobacillus sp.: L. crispatus (CST 1), L. gasseri (CST
I), L. iners (CST Ill) and L. jensenii (CST V), while CST IV is classified as
a diverse microbiota, with an abundance of anaerobic and facultative
anaerobic species, comprising most cases of BV. In BV, there is an
increase in cervicovaginal levels of inflammatory cytokines and bacterial
products, such as sialidases. Such alterations in the cervicovaginal
components reduce the protective capacity of the local physical and
immunological barrier. Therefore, in line with the objective of correlating
the parameters of the vaginal microbiota and the levels of cytokines in the
cervicovaginal environment in the different CSTs, it was verified that, in
general, CST Il presents a distinct profile of correlations, mainly between
bacterial load and cytokines, when compared to the CST | and I, both
dominated by Lactobacillus spp. Although the mechanisms by which BV
contributes to the acquisition and persistence of STIs are not fully
elucidated, it is believed that the increase in sialidase production are
involved. In this sense, it was aimed comparing the loads of the
Gardnerella sialidase encoding-gene (nanH3) in the cervicovaginal fluid of
women with persistent infection by high-risk oncogenic HPV (hrHPV) and
those who cleared the infection after 12 months. It was observed no
difference in the load of nanH3 between the clearance and persistence

groups when considering infection by all hrHPV genotypes, however, the



nanH3 loads is significantly higher in women with HPV16 persistent
infection. Therefore, the molecular classification of the vaginal microbiota
and their correlation with cytokines allow a better understanding the
mechanisms involved in the relationship between the vaginal microbiota
and greater vulnerability to STIs. Furthermore, the identification of bacterial
virulence factors, such as sialidases, produced by components of the
disturbed vaginal microbiota may contribute to the identification of
microbiota predictors associated with the persistence of STIs, such as
HPV and HPV-induced lesions.

Keywords: Vaginal microbiota; cytokines; sialidase; sexually transmitted

infections; human papillomavirus.
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1. MICROBIOTA VAGINAL

A microbiota vaginal saudavel apresenta predominio de espécies do
género Lactobacillus sp. [1] e a comunidade cientifica tem constantemente
confirmado a importancia da colonizag&o por tais microrganismos [2] uma
vez que estes sdo responsaveis pela manutencdo do ambiente vaginal
equilibrado além de conferir defesa contra patogenos [3]. Tal capacidade
protetiva se deve a capacidade dos Lactobacillus sp. em produzir &cido
latico utilizando o metabolismo do glicogénio armazenado nas células
epiteliais vaginais, bem como producdo de perdxido de hidrogénio e
bacteriocinas [4-7]. Neste sentido, a literatura tem sido consistente ao
demonstrar que mulheres com predominio de Lactobacillus sp.
apresentam menor risco de aquisicAo de infeccbes sexualmente
transmissiveis (ISTs), sejam estas bacterianas, como Chlamydia
trachomatis ou Neisseria gonorrhoeae, ou infec¢des virais, como pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e papilomavirus humano (HPV)
[3, 8, 9].

Diferentemente da microbiota vaginal saudavel, na vaginose bacteriana
(VB), principal disbiose da microbiota vaginal, ha uma deplecéo parcial ou
total dos Lactobacillus sp. Tais espécies sdo substituidas por outras como
Gardnerella vaginalis, Prevotella bivia, Atopobium vaginae (atualmente
renomeada para Fannyhessea vaginae [10]), entre outras [11]. Trata-se de
uma condicdo que apresenta uma prevaléncia proxima a 30% nas
mulheres em idade reprodutiva, sendo tal prevaléncia compativel com a
encontrada no Brasil, embora possa variar de acordo com algumas
caracteristicas populacionais como idade, etnia e caracteristicas
comportamentais [11, 12]. Deste modo, os estudos ja demonstraram que a
VB estd associada a fatores como comportamento sexual, incluindo
histérico de mais de um parceiro sexual na vida, relato de novo parceiro
sexual ou inicio de atividade sexual em idade mais jovem, além do uso de

duchas vaginais e estresse cronico [12].
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A VB esta associada a diversas complicacdes obstétricas e ginecologicas,
levando a efeitos deletérios para a saude, visto que, mulheres que
apresentam essa alteracdo de microbiota tém risco aumentado para
aquisicdo e transmissao de ISTs, como por C. trachomatis, N.
gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, HIV e HPV [13-17]. Além disso, no
contexto da infeccdo pelo HPV, ja foi demonstrado que a VB aumenta o

tempo de clearance viral [18].

Para o diagndstico da VB, a partir do estabelecido por Nugent et al.
(1991), leva-se em conta a observacdo microscéopica dos morfotipos
bacterianos presentes no esfregaco do conteddo vaginal apos coloracao
pela técnica de Gram, sendo este o padrdo-ouro para o diagnostico [19].
Desta forma, baseando-se na semiquantificacdo dos morfotipos
presentes, sao atribuidos escores de 0 a 10, onde a microbiota normal
recebe escores de 0 a 3, a intermediaria de 4 a 6 e escores superiores
sdo compativeis com VB [19]. Clinicamente, as queixas mais relatadas
sdo o0 aumento do conteudo vaginal associado a um mau odor genital
intenso, embora cerca de 50% dos casos sejam oligo- ou assintomaticos
[12]. Deste modo, os critérios de Amsel sdo usados para diagnosticar a
VB na maioria dos ambientes clinicos e levam em consideracdo a
avaliacdo do pH vaginal, uma vez que na falta de Lactobacillus, este esta
aumentado (>4,5), a presenca de corrimento vaginal, o aparecimento de
clue cells (células epiteliais vaginais descamadas repletas de bactérias
anaerdbias) e um whiff-test positivo, ou seja, percep¢do de um odor
caracteristico de “peixe” ao adicionar 10% de hidroxido de potassio a uma

lamina microscopica contendo o conteudo vaginal [7].

Molecularmente, a vasta maioria dos casos de VB esté inserida dentro da
comunidade bacteriana que apresenta aumento da diversidade bacteriana
conforme descrito por Ravel et al. (2011) [20]. Neste sentido, gracas a
evolugdo dos métodos moleculares para identificagdo bacteriana, como as

técnicas de sequenciamento de nova geracao, tais autores demonstraram
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que, independentemente da grande diversidade do microbioma vaginal,
ele pode ser classificado em cinco principais tipos de comunidades
(community-state type, CST), conforme a predominéncia de determinadas
espécies. Assim, quatro destas CSTs apresentam predominio de
Lactobacillus: CST | (L. crispatus), CST Il (L. gasseri), CST Il (L. iners) e
CST V (L. jensenii). Ja a CST IV apresenta grande diversidade bacteriana,
sendo a Gardnerella sp. encontrada em abundancia nesta CST, além de
F. vaginae, Prevotella sp., entre outros [20]. No Brasil, nosso grupo de
pesquisa caracterizou o0 microbioma vaginal de mulheres em idade
reprodutiva das cinco regifes do pais e revelou que 96% das mulheres
brasileiras apresentam microbioma vaginal pertencente somente as CST |,
CST lll e CST IV, sendo que quase 30% das mulheres estdo incluidas na
CST IV [21].

Tais CSTs, mesmo que com predominio lactobacilar, podem diferir em
alguns aspectos, uma vez que cada espécie lactobacilar possui
caracteristicas particulares em relacdo a producao de fatores protetores,
como por exemplo, a producdo de &cido latico [22]. Em termos de
estabilidade, autores apontam que a CST com predominio de L. iners é
mais instavel e pode variar com relacdo a variedade de outras espécies
coabitando o mesmo ambiente, enquanto que as comunidades com
predominio de L. crispatus e L. gasseri tendem a ser mais estaveis ao
longo do tempo [9, 23]. Em relacdo as caracteristicas da populacéo
associadas as CSTs, nosso grupo de estudo demonstrou recentemente
gue o habito de fumar, o numero de parceiros sexuais e ducha vaginal
estdo associados a CST IV [21], enquanto que a CST Il foi
independentemente associada as caracteristicas da populacéo
anteriormente associadas a VB como baixa escolaridade, mudltiplos
parceiros sexuais e sexo desprotegido [24]. Deste modo, podemos
observar que caracteristicas sociodemogréaficas e comportamentais séao

associadas a composicao da microbiota vaginal e tal composicéo parece
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ter papel relevante na manutencdo de um microambiente vaginal
saudavel, reduzindo inclusive a ocorréncia de ISTs, embora os
mecanismos pelos quais as alteracdes de microbiota, como a VB,
favoreca a aquisicdo e persisténcia de ISTs ndo sejam totalmente
compreendidos, acredita-se que a resposta inflamatoria esteja envolvida
[15].
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CONCLUSOES

Embora a microbiota vaginal desempenhe um importante papel na
manutencdo de um microambiente vaginal saudavel, quando esta é
predominada por L. gasseri parece demonstrar um perfil de carga
bacteriana e correlacdo entre fatores microbiologicos e citocinas distinto
das demais comunidades com predominio de outras espécies de
Lactobacillus. Portanto, é de suma importancia considerar que a interacédo
e carga bacteriana séo fatores importantes, uma vez que até mesmo uma
microbiota com predominio lactobacilar pode apresentar um perfil
imunologico distinto. Neste sentido, destaca-se a importancia em estudar
as interacfes entre espécies bacterianas consideradas como fator chave
no desencadeamento de resposta inflamatoria, uma vez que as respostas

inflamatoérias podem contribuir para a aquisicao de ISTs.

As cargas do gene nanH3 codificante da sialidase de Gardnerella sp. no
lavado cérvico-vaginal ndo apresentaram diferenca entre mulheres com
infeccdo persistente por hrHPV e aquelas que tiveram clearance apos 12
meses. No entanto, ao considerar apenas o genétipo do HPV16, as
cargas de nanH3 foram maiores no grupo com persisténcia, sendo
importante a elucidacdo da interacdo entre os diferentes gendtipos de

HPV e componentes da microbiota vaginal.
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