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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA

Impacto cientifico: O presente estudo apresenta relevante impacto cientifico ao aprofundar a
compreensdo da intera¢do entre a microbiota vaginal e a persisténcia da infec¢ao pelo HPV em
um cenario prospectivo clinico de mulheres submetidas a excisdo de lesdes cervicais de alto
grau (NIC 2 e NIC 3). O delineamento longitudinal permite avaliar a dindmica temporal da
microbiota e sua possivel influéncia no clearance viral pds-tratamento de mulheres brasileiras
por meio de sequenciamento de nova geragao (NGS) e utilizagdo do classificador VALENCIA,
um robusto banco de dados taxondmicos da microbiota vaginal, representando um aspecto
ainda pouco explorado na literatura.

Impacto social: Abordagem do o cancer do colo do ttero, uma doenca fortemente associada a
desigualdades socioecondmicas e ainda prevalentes em paises em desenvolvimento. Ao
evidenciar a possivel influéncia da microbiota vaginal no clearance do HPV, o estudo contribui
para estratégias complementares de prevencdo secundaria, especialmente em mulheres ja
tratadas para lesdes precursoras de forma individualizada, proporcionando a reducido da
recorréncia de lesdes cervicais, do impacto psicolégico do seguimento prolongado e da carga
assistencial sobre os servigos oncoldgicos.
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RESUMO

Introducio: O cancer do colo do utero (CCU) permanece como um dos principais problemas de satude
publica entre mulheres, especialmente em paises em desenvolvimento que possuem dificil acesso ao
rastreamento ¢ a vacinagdo contra o Papilomavirus Humano (HPV). Dessa forma, a persisténcia da
infeccdo pelo HPV de alto risco oncogénico ¢ condicdo necessaria, embora nao suficiente, para o
desenvolvimento das lesdes intraepiteliais cervicais ¢ do carcinoma invasivo. Embora a maioria das
infeccoes pelo HPV seja transitoria, fatores comportamentais, ambientais, imunoldgicos e
microbiologicos modulam o risco ndo s6 da aquisicdo viral, mas sobretudo, da sua persisténcia.
Evidéncias recentes demonstram que a microbiota vaginal exerce influéncia determinante sobre a
dinamica da infec¢do pelo HPV. Comunidades dominadas por Lactobacillus spp., particularmente L.
crispatus, mantém pH acido por meio da producdo de acido latico, peroxido de hidrogénio e
bacteriocinas, criando um ambiente anti-inflamatorio capaz de dificultar a infeccdo e favorecer o
clearance viral. Em contraste, microbiotas caracterizadas por maior diversidade bacteriana,
especialmente a Community State Types (CSTs) do tipo IV, associadas & vaginose bacteriana,
apresentam redugdo de Lactobacillus spp. e, por vezes, aumento do pH, producdo de aminas alifaticas e
aumento da resposta inflamatoria. Tais condigdes favorecem a infecgdo viral, prejudicam a resposta
imune local e aumentam o risco de persisténcia e progressao das lesdes cervicais. Em vista disso, estudos
sugerem que determinados consorcios de microrganismos presentes no microambiente vaginal podem
resultar na persisténcia do HPV e no desenvolvimento de lesdes precursoras do CCU, da mesma maneira
que a prevaléncia de espécies lactobacilares podem aumentar as taxas do clearance viral. Dessa forma,
o estudo teve por objetivo avaliar a associacdo entre a composi¢ao taxondmica da microbiota vaginal e
a persisténcia da infeccdo pelo HPV em mulheres submetidas a excisdo de neoplasias intraepiteliais
cervicais (NIC 2 e NIC 3), ao longo do periodo de seguimento de seis meses. Pacientes e Métodos:
Trata-se de estudo satélite observacional e longitudinal, que incluiu 48 mulheres com NIC2 ou NIC 3
encaminhadas para conizagao de alta frequéncia no Departamento de Prevencdo do Hospital do Cancer
de Barretos (MO0). Apos seis meses de acompanhamento, as participantes foram estratificadas em dois
grupos, de acordo com a evolugdo da infec¢do pelo HPV: HPV-clearance, mulheres com clareamento
da infecgdo viral, ¢ HPV-Persistence, mulheres com persisténcia da infec¢do por HPV de alto risco
oncogénico. As participantes seguiram o protocolo padrdo de acompanhamento do Hospital do Cancer
de Barretos e, nos casos de corrimento vaginal, foi realizado o encaminhamento para as Unidades
Basicas de Saude (UBS), onde receberam tratamento conforme as diretrizes do municipio de Barretos.
O estudo foi aprovado pelo sistema CEP/CONEP sob o nimero CAAE 71161023.5.0000.5437. Foram
aplicados dois questionarios nos dois momentos do estudo (M0 e M6), visando a coleta de informagdes
referentes as caracteristicas sociodemograficas, ao estilo de vida e ao comportamento sexual das
participantes. Adicionalmente, incluiram variaveis relacionadas a fatores potenciais de interferéncia nos
resultados da microbiota vaginal, como o uso de medicamentos intravaginais e antibioticoterapia
recente. As amostras citologicas foram coletadas e preservadas em meio liquido (BD SurePath™). A
genotipagem ampliada do HPV foi realizada utilizando a plataforma BD Onclarity HPV Assay, de
acordo com as recomendagdes do fabricante. Para a analise molecular da microbiota vaginal, as
amostras foram coletadas do ter¢o médio da parede vaginal com swabs Copan e a extragdo total de DNA
bacteriano foi realizada usando o kit ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep. A biblioteca foi realizada
seguindo o protocolo [llumina 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation. A regido
hipervariavel V3—V4 do gene 16S rRNA foi amplificada por PCR usando primers especificos do locus
com sequéncias de adaptadores ll/lumina overhang. Os amplicons foram purificados com esferas
AMPure XP (Illumina) e submetidos a uma segunda PCR para indexacdo dupla com o Kit Nextera XT
Index (Illumina). Os amplicons indexados foram purificados novamente com esferas AMPure XP,
quantificados usando Qubit™ dsDNA HS Assay Kit, normalizados e agrupados em concentragdes
equimolares. A biblioteca final agrupada foi sequenciada em uma plataforma //lumina MiSeq (Illumina
Inc.) usando o kit de sequenciamento paired-end 2 x 300 pb, de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Os arquivos fastq de leituras foward e reverse foram importados para o software R e as
leituras foram processadas usando o pacote Dada2. As CSTs foram definidas usando o classificador
VALENCIA, com base na composi¢do das espécies bacterianas ¢ abundancias relativas. A analise dos
dados foi realizada no sofiware R utilizando pacotes do repositério Bioconductor e Tidyverse. A
estrutura e organizacdo dos dados da microbiota foram gerenciadas por meio do pacote Phyloseq,



permitindo a integracao das informagdes taxonomicas e clinicas. As analises estatisticas envolveram os
pacotes Vegan e DESeq?2, utilizados para avaliacao da a-diversidade e B-diversidade, bem como para a
analise de abundancia diferencial entre grupos. A manipulagdo e transformagdo dos dados foram
realizadas com os pacotes Dplyr, Tidyr e Reshape2, enquanto a visualizacdo grafica dos resultados foi
efetuada com os pacotes Ggplot2 e GridExtra. As variaveis categoricas foram descritas por meio de
frequéncias absolutas e relativas, e a associacdo entre elas foi avaliada utilizando-se o teste do qui-
quadrado de Pearson, adotando-se um nivel de significancia de 5%. Resultados: Das 48 mulheres
incluidas no estudo, 37 (77,1%) delas tiveram clearance viral e em 11 (22,9%) a infecc¢do persistente
pelo HPV foi detectada. No M0, a maioria das pacientes foi caracterizada como pertencentes a CST 11
(46%), seguidas pelas CST IV (32,4%) e CST I (21,6%). Seis meses apds a excisdo (M6), 50,0% das
pacientes seguiram apresentando o perfil da CST III. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre as comunidades bacterianas (M0 ou M6) e o desfecho de clearance viral (p = 0,644)
ou persisténcia da infeccdo (p = 0,238). No grupo com clearance viral, 68,0% apresentavam L. iners
dominante, enquanto 32,0% apresentavam L. crispatus. Entre as mulheres com infec¢do persistente, a
distribuicao foi analoga, com 85,7% apresentando predominio de L. iners € 14,3% de L. crispatus, sem
diferenga estatistica entre os grupos (p = 0,343). Apoés seis meses (M6), observou-se que todas as
mulheres que apresentaram predominancia de L. crispatus realizaram o clearance viral, em contraste
com aquelas com predominancia do L. iners (p=0,065). Conclusao: Os dados desse estudo demonstram
potencial correlagao da microbiota vaginal associada a modulagdo do clearance viral do HPV, sugerindo
ndo s6 um alvo terapéutico alternativo para os casos de cancer cervical, mas também aponta a
importancia da avaliacdo e manutencdo da eubiose vaginal durante o curso da infec¢do pelo HPV.

Palavras-chave: Papilomavirus humano; Microbiota; Neoplasia intraepitelial cervical; Metagendmica;

Infeccao persistente.



ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer (CC) remains one of the main public health problems among women,
especially in developing countries that have limited access to screening and vaccination against Human
Papillomavirus (HPV). Thus, persistent infection with high-risk oncogenic HPV is a necessary, but not
sufficient, condition for the development of cervical intraepithelial lesions and invasive carcinoma.
Although most HPV infections are transient, behavioral, environmental, immunological, and
microbiological factors modulate the risk not only of viral acquisition but, above all, of its persistence.
Recent evidence shows that vaginal microbiota has a decisive influence on the dynamics of HPV
infection. Communities dominated by Lactobacillus spp., particularly L. crispatus, maintain an acidic
pH through the production of lactic acid, hydrogen peroxide, and bacteriocins, creating an anti-
inflammatory environment that hinders infection and promotes viral clearance. In contrast, microbiota
characterized by greater bacterial diversity, especially type IV Community State Types (CSTs)
associated with bacterial vaginosis, show a reduction in Lactobacillus spp. and, sometimes, an increase
in pH, production of aliphatic amines, and an increased inflammatory response. Such conditions favor
viral infection, impair the local immune response, and increase the risk of persistence and progression
of cervical lesions. In view of this, studies suggest that certain consortia of microorganisms present in
the vaginal microenvironment may result in HPV persistence and the development of precancerous
cervical lesions, just as the prevalence of lactobacillary species may increase viral clearance rates. Thus,
the study aimed to evaluate the association between the taxonomic composition of the vaginal
microbiota and the persistence of HPV infection in women undergoing excision of cervical
intraepithelial neoplasia (CIN 2 and CIN 3) over a six-month follow-up period. Patients and Methods:
This is an observational, longitudinal satellite study that included 48 women with CIN 2 or CIN 3
referred for high frequency conization at the Prevention Department of the Barretos Cancer Hospital
(MO). After six months of follow-up, participants were stratified into two groups according to the
evolution of HPV infection: HPV clearance, women with clearance of viral infection, and HPV
persistence, women with persistent high-risk oncogenic HPV infection. The participants followed the
standard follow-up protocol of the Barretos Cancer Hospital, and in cases of vaginal discharge, they
were referred to Basic Health Units (UBS), where they received treatment according to the guidelines
of the municipality of Barretos. The study was approved by the CEP/CONEP system under number
CAAE 71161023.5.0000.5437. Two questionnaires were administered at two points in the study (MO
and M6) to collect information on the participants' sociodemographic characteristics, lifestyle, and
sexual behavior. Additionally, variables related to potential factors that could interfere with the results
of the vaginal microbiota, such as the use of intravaginal medications and recent antibiotic therapy, were
included. Cytological samples were collected and preserved in liquid medium (BD SurePath™).
Extended HPV genotyping was performed using the BD Onclarity HPV Assay platform, according to
the manufacturer's recommendations. For molecular analysis of the vaginal microbiota, samples were
collected from the middle third of the vaginal wall with Copan swabs, and total bacterial DNA extraction
was performed using the ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep kit. The library was prepared following the
[llumina 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation protocol. The hypervariable V3—V4 region
of the 16S rRNA gene was amplified by PCR using locus-specific primers with Illumina overhang
adapter sequences. The amplicons were purified with AMPure XP beads (Illumina) and subjected to a
second PCR for double indexing with the Nextera XT Index Kit (Illumina). The indexed amplicons were
purified again with AMPure XP beads, quantified using the Qubit™ dsDNA HS Assay Kit, normalized,
and pooled in equimolar concentrations. The final pooled library was sequenced on an Illumina MiSeq
platform (Illumina Inc.) using the 2 x 300 bp paired-end sequencing kit, according to the manufacturer's
recommendations. The fastq files of forward and reverse reads were imported into R software, and the
reads were processed using the Dada2 package. CSTs were defined using the VALENCIA classifier,
based on bacterial species composition and relative abundances. Data analysis was performed in R
software using packages from the Bioconductor and Tidyverse repositories. The structure and
organization of the microbiota data were managed using the Phyloseq package, allowing the integration
of taxonomic and clinical information. Statistical analyses involved the Vegan and DESeq2 packages,
used to evaluate a-diversity and B-diversity, as well as to analyze differential abundance between groups.
Data manipulation and transformation were performed using the Dplyr, Tidyr, and Reshape2 packages,
while graphical visualization of the results was performed using the Ggplot2 and GridExtra packages.



Categorical variables were described using absolute and relative frequencies, and the association
between them was evaluated using Pearson's chi-square test, adopting a significance level of 5%.
Results: Of the 48 women included in the study, 37 (77.1%) had viral clearance, and persistent HPV
infection was detected in 11 (22.9%). At TP1, most patients were characterized as belonging to CST III
(46%), followed by CST IV (32.4%) and CST I (21.6%). Six months after excision (TP6), 50.0% of
patients continued to present the CST III profile. No statistically significant differences were observed
between bacterial communities (TP1 or TP6) and the outcome of viral clearance (p = 0.644) or
persistence of infection (p = 0.238). In the group with viral clearance, 68.0% had dominant L. iners,
while 32.0% had L. crispatus. Among women with persistent infection, the distribution was similar,
with 85.7% having a predominance of L. iners and 14.3% of L. crispatus, with no statistical difference
between the groups (p = 0.343). After six months (TP6), was observed that all women who had a
predominance of L. crispatus achieved viral clearance, in contrast to those with a predominance of L.
iners (p = 0.065). Conclusion: The data from this study demonstrate a potential correlation between
vaginal microbiota and the modulation of HPV viral clearance, suggesting not only an alternative
therapeutic target for cases of cervical cancer, but also pointing to the importance of assessing and
maintaining vaginal eubiosis during HPV infection.

Keywords: Papillomavirus Infection; Microbiota; Cervical Intraepithelial Neoplasia; Metagenomics,

Persistent Infection.
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER DE COLO DE UTERO

O cancer de colo de utero (CCU), ou cancer cervical, € o quarto tipo de neoplasia mais
incidente em mulheres em todo o mundo [1]. No Brasil, desconsiderando os casos de cancer de
pele ndo melanoma, ocupa a terceira posi¢do entre os tipos mais incidentes na populagao
feminina [2]. A doenga acomete as células do epitélio cervical [3], predominantemente os
queratindcitos, e afeta, em sua maioria, mulheres entre 24 e 75 anos [4]. Para o ano de 2022,
foram estimados 16.710 casos novos de CCU no pais, o que corresponde ao risco considerado
de 15,4 casos a cada 100 mil mulheres brasileiras [5]. Em 2020, o cancer cervical representou
a terceira maior causa de mortalidade proporcional por neoplasias malignas em mulheres,
correspondendo a 6,1% dos obitos no pais. Esse padrao ¢ semelhante nas regides Centro-Oeste
e Nordeste, onde o CCU também ocupa a terceira posi¢do, com 7,6% e 8,2% dos 6bitos,
respectivamente. Os menores percentuais foram observados nas regides Sul (4,8%) e Sudeste
(4,3%), onde a doenca aparece como a sexta e a sétima causas de morte por cancer em mulheres,
respectivamente. Em contraste, a regido Norte apresentou o maior percentual de mortalidade e
o CCU foi a principal causa de dbito por cancer entre mulheres, respondendo por 15,7% do
total [6].

Estudos mais recentes indicam que o CCU ¢ responsavel por cerca de 7,5% dos dbitos
por cancer em mulheres em todo mundo, sendo que 90% dessas mortes ocorrem em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Esse cendrio reflete importantes desafios de saude
publica, como deficiéncias na infraestrutura, barreiras culturais, sociais e tecnologicas, além da
baixa cobertura de rastreamento precoce da doenca e de acesso limitado a vacinacdo contra o
Papilomavirus Humano (HPV) [7].

As principais condi¢Oes para o desenvolvimento da neoplasia envolvem fatores
comportamentais e infecciosos [8]. Dentre os fatores comportamentais, destacam-se a
multiplicidade de parceiros sexuais, em que o risco aumenta proporcionalmente ao niimero de
parceiros [9]; inicio precoce da vida sexual, visto que, o inicio da atividade sexual antes dos
18 anos aumenta em duas vezes a chance de desenvolvimento da neoplasia [10]; uso de
contraceptivos orais por mais de 5 anos [11]; e o tabagismo, uma vez que, o tabaco contribui
para a eventos mutagénicos no DNA presente nas células do cérvix, dobrando o risco de
desenvolvimento da doenga comparado a pacientes nao fumantes [12].

Dentre os fatores de risco associados ao desenvolvimento da neoplasia, destaca-se de
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forma predominante a infeccdo persistente por genotipos de HPV de alto risco oncogénico,
condi¢do presente em praticamente 100% dos casos de cancer do colo do utero (CCU) [13]. A
infec¢ao pelo HPV constitui a Infeccado Sexualmente Transmissivel (IST) mais prevalente em
todo o mundo. As ISTs sdo causadas por um grupo de agentes infecciosos transmitidos
principalmente por contato sexual, com maior incidéncia em individuos entre 15 e 24 anos,
podendo acarretar consequéncias imediatas e efeitos adversos a longo prazo. No caso especifico
do HPV, a infeccao se inicia quando particulas virais alcangam as células da camada basal do
epitélio cervical, geralmente por meio de microtraumas [14]. Estima-se que mais de 80% da

populacdo sera exposta a um ou mais tipos de HPV ao longo da vida [15].

1.1.2 Diagnostico e Prevengdo

O exame citopatoldgico do colo do utero, popularmente conhecido como Papanicolau,
foi proposto por George Papanicolaou (1883-1962), que em 1928 apresentou pela primeira vez
a ideia de que alteracdes na celularidade do colo uterino poderiam ter correlacao direta com o
CCU. No entanto, foi apenas em 1943, com a publicagio do livro Diagnosis of Uterine Cancer
by the Vaginal Smear, em coautoria com Herbert Traut (1894-1963), que o método ganhou
reconhecimento clinico e passou a ser usado com maior frequéncia como ferramenta de
rastreamento [16].

No Brasil, a partir de 1980, o exame citopatoldgico passou a ser reconhecido e
incorporado as politicas publicas como método de rastreamento de cancer de colo de utero.
Com a criagdo do Sistema Unico de Satide (SUS) em 1988, o exame foi oficialmente
estabelecido como padrdo-ouro para diagndstico e rastreamento do CCU, sendo ofertado
gratuitamente para mulheres entre 25 e 64 anos. O rastreamento, enquanto forma de prevengao
secundaria, deve ser realizado anualmente, e apds dois exames consecutivos com resultado
normal, o intervalo entre os proximos exames pode ser ampliado para trés anos [17,18].

O exame consiste na coleta de células esfoliadas do colo do utero, obtidas tanto da
ectocérvice quanto da endocérvice, utilizando-se, respectivamente, a espatula de Ayre e escova
endocervical. Apds a coleta, as amostras sdo submetidas a coloragdo de Papanicolau em
laboratorio, e posteriormente, analisadas por microscopia Optica, permitindo a identificagao de
alteracdes morfoldgicas sugestivas de processos inflamatdrios, metaplasia escamosa imatura,
atrofia, efeitos de radiagdo, entre outras alteragdes celulares [19].

As lesdes de baixo grau do colo uterino representam alteragdes epiteliais associadas,

em geral, a infeccdo aguda ou transitoria pelo HPV, com baixo potencial de progressao para
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neoplasia de alto grau. Na citologia, elas sdo classificadas como LSIL (Low-grade Squamous
Intraepithelial Lesion), enquanto na histopatologia correspondem a NIC I (Neoplasia
Intraepitelial Cervical grau I). Essas alteracdes refletem a presenga de efeito citopatico viral —
como coilocitose — e, na maioria dos casos, tendem a regressao espontanea, especialmente em
mulheres jovens. Embora apresentem menor risco de evolugdo, as lesdes de baixo grau
requerem acompanhamento adequado, dada a possibilidade, ainda que menos frequente, de
persisténcia da infeccdo pelo HPV e progressao para lesdes de maior gravidade [20,21]. As
lesdes de alto grau do colo uterino compreendem alteragdes pré-neoplasicas com maior
potencial de progressao para o cancer invasivo, envolvendo tanto o epitélio escamoso quanto o
glandular. No epitélio escamoso, incluem-se as categorias citologicas classificadas como HSIL
(High-grade Squamous Intraepithelial Lesion), que correspondem, do ponto de vista
histopatologico, as neoplasias intraepiteliais cervicais de grau I (NIC II) e grau III (NIC III),
esta ultima também denominada carcinoma in situ. No epitélio glandular, a principal lesdo de
alto grau ¢ o adenocarcinoma in situ (AIS), considerado a forma pré-invasiva do
adenocarcinoma cervical. Juntas, essas lesdes representam estagios na trajetoria de progressao
neoplasica e exigem diagnostico precoce e manejo adequado para prevencao do cancer do colo
uterino [22,23].

Segundo Nota Técnica do INCA, a Portaria SECTICS/MS n° 13, de 29 de julho de
2025, incorpora os testes moleculares para detec¢ao de HPV oncogénico (DNA-HPV) no SUS,
com a meta de que o rastreamento com o teste DNA-HPV esteja presente em toda a rede publica
brasileira [24]. Por se tratar de uma técnica mais sensivel e avangada, o teste molecular permite
a deteccdo precoce das infecgdes pelo HPV, considerando que a evolucao temporal entre a
infeccdo viral e o diagnostico clinico da doenga € prolongado, o que possibilita um rastreamento
mais eficiente. Além disso, seu intervalo de repeticdo recomendado ¢ de até cinco anos,
conferindo maior custo-efetividade para o sistema de satde [25,26]. Em caso de positividade
para os genotipos de alto risco, excetuando-se os genotipos 16 e 18, a paciente deve realizar o
exame de Papanicolau como citologia reflexa, para avaliar a possibilidade de alteragcdes
citopatologicas, e ser encaminhada para realizagdo do tratamento de acordo com seus critérios
[27,28].

Além do rastreamento por testes citopatoldogicos ou moleculares, importantes avangos
na prevencao primdria foram alcancados com a introducdo das vacinas profilaticas contra a
infec¢do pelo HPV. A vacinagdo ja se mostrou altamente eficaz na reducdo de lesdes de alto
grau, bem como na prevencdo de verrugas genitais. Além disso, a imuniza¢do também tem

impacto na preven¢ao de outros canceres HPV-relacionados, como os de orofaringe, pénis,
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vulva, vagina e anus. No Brasil, a vacina esta disponivel em Unidades Bésicas de Saude (UBS)
para meninos ¢ meninas de 9 a 14 anos de idade, em esquema vacinal de dose unica, com o
objetivo de imunizar os individuos antes do inicio da vida sexual e, consequentemente, antes
da exposi¢do ao virus [27-29].

As vacinas contra o HPV sao produzidas a partir da elaborag¢do sintética de uma
particula que imita a proteina viral L1, conhecida como Virus Like Particles (VLP), e possui a
capacidade de entrar na célula e produzir a resposta humoral necessaria para a produgdo de
anticorpos neutralizadores responsaveis por destruir o virus em caso de infec¢ao posterior [30].
Atualmente, trés formulagdes vacinais estdo disponiveis: a bivalente, que protege contra a
infeccdo pelos HPV16 e 18, sendo os dois gendtipos de alto risco mais agressivos e os principais
envolvidos nos casos de cancer cervical; a quadrivalente, disponivel no SUS [31], apresentando
protecao contra os HPV6, 11, 16 ¢ 18, sendo os dois primeiros causadores do condiloma
acuminado; e a nonavalente, que protege contra a infec¢do pelos genotipos HPV6, 11, 16, 18,
31, 33,45, 52 ¢ 58, ampliando a prote¢do contra outros HPVs de alto risco oncogénico [32].

Diversos estudos ja demonstraram que a vacina contra o HPV ¢ eficaz tanto na
prevengdo da infec¢do viral quanto na reducdo da incidéncia do CCU, evidenciando que esse
tipo de neoplasia é, em sua maioria, evitdvel. Contudo, ainda ha necessidade de compreender
os fatores que limitam a cobertura vacinal e desenvolver estratégias que facilitem o acesso, a

aceitacdo ¢ a adesdo a vacina [33,34].

1.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO

Os Papilomavirus formam um grupo diverso de aproximadamente 200 genotipos virais
pertencentes a familia Papillomaviridae e sdo classificados em cinco géneros, de acordo com
seu tropismo epitelial e doencgas relacionadas: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus,
Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus € Nupapillomavirus [14]. Trata-se de um virus nao
envelopado, com diferentes ciclos de vida e tropismos, capazes de infectar uma ampla variedade
de hospedeiros vertebrados [35]. Dentre todos os gendtipos, cerca de 150 sdo classificados
como HPV, por possuirem a capacidade de infectar exclusivamente o epitélio humano. Esses
genotipos podem causar desde lesdes epiteliais verrucosas, classificadas como benignas, que
acometem a extensao epitelial do corpo, e/ou causar o desenvolvimento de neoplasia anogenital
e orofaringea, representando 30% de todos os canceres relacionados a agentes infecciosos [36].

Os HPVs associados as infecgdes nas mucosas pertencem ao género

Alphapapillomavirus, que apresenta tropismo por ce€lulas do epitélio cervical, mais
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especificamente pela Juncdo Escamo Colunar (JEC), sendo classificados quanto ao seu
potencial oncogénico, definido principalmente pela semelhanca entre suas sequéncias de
nucleotideos e pelo tipo de hospedeiro que infectam. Esse ¢ o mais diverso dos géneros,
englobando 14 espécies distintas, e nele sd3o encontrados os tipos que infectam
preferencialmente as mucosas oral e anogenital em humanos e primatas, sendo subdivididos em
dois grupos, conhecidos como alto risco e baixo risco oncogénicos [37-39].

Os genotipos de baixo risco oncogénico (IrHPV) possuem a capacidade de causar
lesdes genitais benignas e podem ser causadas pelos genotipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,
72, 81 e 89 (CP6108). Por outro lado, os genotipos de alto risco oncogénico (hrHPV), como
HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 ¢ 68 possuem potencial de causar lesdes
pré-cancerosas quando a infec¢do por um ou mais subtipos persiste por longos periodos sem
clareamento [40].

Dentre os gendtipos hrHPV, os HPV16 e 18 sdo os mais frequentemente relacionados
ao fenotipo maligno, estando presentes em 70% dos casos de canceres de colo de utero, além de
serem os mais implicados em canceres localizados em outras regides anatomicas, como vagina,
vulva, anus, orofaringe e pénis [41]. A maior prevaléncia de infec¢do por HPV (10-40%) ¢
encontrada em mulheres com idade inferior a 25 anos e sexualmente ativas. No entanto, as
lesdes de alto grau sdo mais comumente observadas em mulheres com mais de 25 anos, com
infeccao persistente por genotipos de alto risco oncogénico, sugerindo um mecanismo de defesa
ineficiente para o clearance viral [42].

A estrutura fisica do HPV contribui diretamente para sua capacidade de infeccdo e
evasdo imunoldgica. A particula viral, também denominada como virion, ¢ formada por uma
capa proteica chamada capsideo, que tem como principal fungdo proteger o material genético
[43]. O capsideo, com 2 nandmetros de espessura, ¢ formado por 72 capsdmeros sintetizados a
partir das proteinas estruturais L1 e L2, e, portanto, responsaveis pela estrutura viral
icosaédrica, arredondada e com didmetro de aproximadamente 55 nandmetros [44].

Seu genoma ¢ composto por DNA circular de fita dupla, com aproximadamente 8kb,
e estd funcionalmente dividido em trés regides: 1) Long Control Region ou Upper Regulatory
Region, com aproximadamente 400 bp a 1000 bp, sendo uma regido regulatoria da replicagdo
viral e nao codificante, responsavel pelo controle da transcrigdo dos sitios genomicos,
conhecidos como Open Reading Frames (ORFs); 2) Early Region, que apresenta os genes
envolvidos na replicagdo viral, transcricdo e oncogénese, responsaveis por transcrever as
principais proteinas virais (E1, E2, E4, ES, E6 e E7), expressas a partir do momento em que ha

a interagdo com o genoma do hospedeiro, produzindo pequenas particulas virais que serdo
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encapsuladas com o inicio da sintese da 3) Late Region, que compreende genes de duas
proteinas estruturais importantes para a sintese do capsideo viral, L1 e L2, as quais serdo
fundamentais para o encapsulamento do genoma e a liberagao de novas particulas [45,46].

O conjunto de proteinas virais pode ser funcionalmente agrupado em dois importantes
blocos: as proteinas estruturais (L1 e L2) que constituem o capsideo viral, e as proteinas
precoces (E1, E2, E4, ES, E6 e E7), responsaveis por regular fungdes relacionadas a replicacao
viral, ciclo celular e oncogénese. Dentre essas, a proteina El, esta intrinsecamente ligada ao
funcionamento da helicase devido a capacidade de se ligar a regides ricas em bases
nucleotidicas AT, elementos essenciais da replicagdo viral, enquanto E2 participa do
particionamento e transcricdo do genoma, necessarias para a replicagdo do HPV na célula
hospedeira e a sintese proteica. A proteina E4 contribui com a liberagao das novas particulas
virais por meio da disruptura das camadas de queratina do epitélio, enquanto a E5 ¢é responsavel
por codificar proteinas transmembrana responsaveis pela evasdo imune e estimulos anti-
apoptoéticos, favorecendo a persisténcia da infecc¢ao [47].

As principais proteinas envolvidas na transformagao celular — principal caracteristica
do hrHPV -sdo a E6 e E7. Essas proteinas promovem a degradacdo proteossdmica mediada por
ubiquitina, além de interagirem com componentes da maquinaria celular do hospedeiro
formando complexos proteicos que favorecem a replicagdo viral e a transformagao neoplésica
[48]. A E6 inibe a apoptose por meio da ativacdo da telomerase e da degradagdo da proteina
supressora tumoral p53, além de interferir negativamente na resposta imune inata ao inativar o
fator de transcri¢ao Fator Nuclear kappa B (NF-kB). Ja a E7, promove a degradagdo da proteina
do retinoblastoma (pRb), liberando os fatores de transcricdo E2F e induzindo a entrada
desregulada da fase S do ciclo celular. Essa cascata de eventos leva a proliferacao celular
descontrolada, a preven¢ao da senescéncia e a maior expressao de receptores como Receptor

do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR), contribuindo para a progressao tumoral [49,50].
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Figura 1. Organizacio genémica do HPV16 e expressdo de seus genes virais. O genoma circular de fita dupla do HPV16
possui aproximadamente 8kb e estd funcionalmente dividido em trés regides: Long Control Region (LCR), Early
Region (E1, E2, E4, ES, E6 e E7) e Late Region (L1 e L2). As regides precoces sdo responsaveis pela regulacdo da
replicagdo viral, modula¢do da resposta imune do hospedeiro e transformacado celular. As regides tardias codificam
as proteinas estruturais L1 e L2, que compdem o capsideo viral. A figura mostra também a transcrigao e traducdo dos
genes E6 e E7, que estdo implicados nos processos de oncogénese viral por meio da degradagdo das proteinas
supressoras tumorais, bem como a sintese da proteina E8. Imagem de autoria propria criada com BioRender.

1.2.1 Patogénese Viral

A infec¢do pelo HPV se inicia com a entrada do virus nas células metapléasicas da Zona
de Transformacao do epitélio cervical, mais especificamente nos queratindcitos presentes na
camada basal [51]. Esse processo, normalmente assintomatico, ocorre por meio da interagdo
entre a proteina L1 do capsideo viral e receptores celulares especificos expressos na superficie
das células epiteliais basais, juntamente com a ag¢do de proteoglicanos como o sulfato de
heparano, e perdura por aproximadamente 3 a 4 meses, conhecido como tempo de incubagao
do virus [52]. Esse proteoglicano ancorado na membrana ¢ essencial para fungdes fisioldgicas
como angiogénese, coagulacao e homeostase celular, além de ser responsavel pelo acoplamento
viral. A ligagdo entre o HPV e a célula hospedeira ocorre por meio da interagdo eletrostatica
entre a proteina L1 com a superficie celular dos queratinocitos [53].

O HPV apresenta mecanismos para escapar da detecgao dos sistemas inato e adaptativo
do hospedeiro. Um desses mecanismos ¢ a regulagdo epigenética, através da metilagdo do DNA
e da modificacdo de histonas, resultando na supressdo da transcricdo de genes cruciais
envolvidos na resposta antiviral. Essa regulagdo negativa esta associada a genes que codificam
os Toll-Like Receptors (TLRs), moléculas de adesdo, citocinas, quimiocinas e moléculas

coestimuladoras, todos essenciais para ativacao e coordenacao da imunidade antiviral [54].
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Além disso, o HPV atenua a primeira linha de defesa do hospedeiro ao inibir a
transducdo de sinal induzido por Receptores de Reconhecimento de Padrio (PPRs) e a
subsequente producao de Interferon tipo 1. As proteinas virais ES e E6 desempenham papel
central nesse processo, suprimindo tanto a resposta inflamatoria quanto expressao de genes
relacionados a resposta antigénica. Por consequéncia, o virus compromete a maquinaria de
processamento de antigenos, dificultando o reconhecimento do virus pelas células T citotoxicas
[55].

Na infec¢ao produtiva inicial pelo HPV, o genoma viral ¢ endocitado pela membrana
celular e transportado para o citoplasma onde ocorre a lise do capsideo viral, permanecendo
predominantemente na forma epissomal e replicando-se de maneira sincronizada com o ciclo
celular dos queratindcitos, sob controle da proteina reguladora E2 [56]. Entretanto, em infecgdes
persistentes por hrHPVs, ocorre integragcdo do DNA viral ao genoma da célula hospedeira,
processo fundamental para a progressdo das lesdes ja que, resulta na interrup¢do ou perda
funcional do gene E2, inibindo o efeito repressivo da proteina e exacerbando a expressdo de
genes E6 e E7 [57]. Nesse contexto, a proteina E7 degrada o complexo da pRb - importante
reguladora da fase S do ciclo celular, cuja fungdo ¢ prevenir a proliferagdo descontrolada das
células [58]. A perda dessa regulagdo leva a estimulacdo da divisdo celular, aumento da sintese
de DNA e desmetilagdo das histonas, que posteriormente induzem expressao de p53, conhecida
como guardid do genoma celular. Em resposta, a proteina E6 se liga a ubiquitina ligase celular
(E6AP), formando um complexo E6/E6AP/pS3, que leva a degradagdo proteolitica da p53.
Ademais, a E6 também exerce papel fundamental na estimulacdo da telomerase, promovendo
inibicao da senescéncia celular, caracteristica intrinseca das neoplasias [59,60].

Por consequéncia, o ciclo viral do HPV favorece a infec¢do persistente ao atenuar a
resposta imune inata, principalmente através da supressdo da transducdo de sinal induzida por
PRRs, producdo de Interferon tipo 1 e a modificagdo da maquinaria de processamento de
antigenos, impedindo o reconhecimento do virus pelas células T, que juntamente com o
acumulo de erros genéticos induzidos pelas proteinas E6 e E7, levam a progressdao da lesdo
cervical [61,62].

Estudos recentes demonstraram que as proteinas E6 ¢ E7 do HPV possuem a
capacidade de modular a composi¢gdo dos miRNAs exossomais presentes nas vesiculas
extracelulares (VEs), estruturas envolvidas na transmissdo viral e na modula¢do imunolédgica
do ambiente tumoral, por meio do transporte de proteinas e oncogenes relacionados a infeccao
[63]. Além disso, as VEs liberadas por células acometidas pelo HPV sdo capazes de levar a

progressdo tumoral por meio da influéncia do microambiente local e do estimulo pro-
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inflamatorio, facilitando a evasdo do sistema imune e o processo de metéstase, ja que a
potencializacdo da comunicag¢ao intercelular pro-oncogénica e remodelagdo do microambiente
envolvido estdo bem estabelecidas [64].

Outros estudos apontam a existéncia de outra importante proteina - embora pouco
mencionada na literatura - responsavel por modular a resposta imunologica do hospedeiro: a
E8. Essa proteina participa ativamente na regulacao da replicacdo viral e consequentemente, da
evasdo do sistema imune, por manter baixos niveis replicativos, porém persistentes, permitindo
que o virus se estabilize dentro do ambiente celular sem gerar respostas inflamatodrias
significativas (infecc¢ao latente) para sua deteccdo e destruigao [65,66].

A proteina E8 ndo possui um gene responsavel pela sua transcricdo como ocorre entre
as demais proteinas precoces. Em vez disso, ¢ formada por um transcrito originado por splicing
alternativo que conecta um segmento codificador do gene E8 com a por¢do C-terminal do gene
E2, originando a proteina E8"E2C [67]. Dessa forma, a E8 ¢ essencial para a persisténcia viral,
pois se liga nas mesmas regides da proteina E2, no entanto, atua como repressor da replicagdo
viral por meio da inibi¢do de genes precoces E5 e E6. Essa repressdo contribui para a
manuten¢do de uma baixa carga viral, dificultando sua deteccdo pelo sistema imune e
promovendo infecgao persistente. Os gendtipos virais que nao apresentam a proteina E8 tendem
a ter altas taxas replicativas e, consequentemente, ativagdo imediata da resposta imunologica e

o clearance total [68].

Queratindcitos
P . - :
Cérvix ‘ :
d. . A P
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liberagao viral

Altos nivels de
replicagdo celular e
viral - montagem dos
epissomos

UL
Baixos niveis de
replicagdio - infecgio
latente

Jungédo escamo- ' : : : :
Membrana Célula epitelial Ciclo Célula de
colunar basal bosal ONA viesl lisogénico  Langherhan

Figura 2. Ciclo de infeccdo do HPV nas células epiteliais cervicais e estratégias de evasao imunoldgica. Apds atingir a Zona
de Transformagdo do colo uterino, o HPV infecta os queratinocitos da camada basal epitelial. A entrada viral ocorre
pela ligacdo da proteina L1 a receptores celulares, seguida de internalizagdo e transporte nuclear. A infecgio progride
conforme os queratindcitos se diferenciam, com expressido coordenada das proteinas precoces (E1-E7) e tardias (L1
e L2). As oncoproteinas E6 e E7 promovem desregulagdo do ciclo celular, inibi¢do da apoptose e evasdo imune,
favorecendo a persisténcia viral e possivel transformag@o neoplasica. Imagem modificada de autoria de Yousefi, et
al., 2022 [69].
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1.2.2 Imunologia do HPV

A maioria das infecgdes por HPV ¢ controlada pelo sistema imune apds a entrada do
virus na célula hospedeira. Nesse processo, os queratindcitos passam a aumentar a expressao e
a producdo de mediadores inflamatorios, como citocinas e quimiocinas, responsaveis pelo
recrutamento de linfocitos T, mondcitos, neutrdfilos, eosindfilos e outras células imunes para o
local da infecgdo. As células Natural killer (NKs) possuem papel fundamental no controle
imunologico das células cancerigenas e infectadas por virus, sendo encontradas principalmente
nas lesdes intraepiteliais [70]. Ademais, a associacdo do HPV com o cancer ¢ altamente
dependente das células de Langerhans e das células dendriticas que sdo cruciais para a prote¢ao
imunoldgica da pele e mucosas, j4 que o virus é capaz de modular a fungdo dessas células
reduzindo a apresentacdo antigénica e ativagao da resposta imune [71].

O sistema imunolégico tem papel imprescindivel na defesa contra o virus e possui
grande importancia para impedir a ocorréncia de infecgdes disseminadas e, no caso do HPV, a
progressao para o cancer [54]. Os PRRS, como por exemplo TLR3, 7, 8 ¢ 9, possuem funcao
central na inducdo da resposta imune inata por meio da identificagdo da origem da infecgdo e
da ativacdo subsequente da resposta adaptativa [72]. A ativagdo dos PRRs induz a sintese e
liberagdo de citocinas por vias paracrinas e exocrinas, permitindo tanto a inibi¢ao genética viral,
como a regulacdo do microambiente imunologico. Estudos feitos com amostras de cytobrush e
lavados cervicais de mulheres com metaplasia cervical mostraram que a expressdo aumentada
dos PRRs [73] e de citocinas inflamatorias [74] como Interleucina (IL)-1a, IL-18, IL-6, IL-10,
IL-12 e CXCLS estao altamente associadas com o clearance viral.

Além dos TLRs, a presenca do DNA viral também ativa outras classes de receptores,
como por exemplo, o receptor Ausente em Melanoma 2 (AIM?2), a proteina 16 induzivel por
interferon (IF116) e a enzima guanosina monofosfato-adenosina monofosfato sintase ciclica
(cGAS). O AIM2, juntamente com a cGAS, atuam como sensores de DNA viral, que ao
detectarem as cadeias de 4cidos nucleicos, desencadeiam a resposta inflamatoria através da
ativacdo de inflamassoma. Esse processo culmina na ativacdo da Caspase-1, levando a morte
celular programada. J& a IF116 est4 envolvida no controle do ciclo celular e sua ativacao pode
levar a inibicao da proliferagdo de células epiteliais infectadas, contribuindo para contengao do
virus [75,76].

Uma vez ligado aos receptores, os virus desencadeiam uma cascata de sinaliza¢do
celular que envolve a producdo do Interferon tipo 1 (sinalizador celular que bloqueia a

replicagdo viral) e a ativagao do NF-kB e a Proteina Quinase Ativada por Mitogeno (MAPK).
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Esses elementos funcionam como sinalizadores celulares da inflamacdo e, por conseguinte,
promovem a ativagdo do sistema imunologico incluindo a resposta mediada por linfocitos T,
que culminardo na destrui¢ao do virus [77].

A imunidade humoral do trato genital inferior feminino ¢ mediada pelas
imunoglobulinas IgG e IgA, que sdo secretadas na lamina prépria da cérvix, e oferecem
protecdo contra as particulas virais presentes no local [78]. Além disso, estudos recentes
documentaram que o trato genital inferior feminino apresenta locais de resposta imune inata
especializada, que agem por meio da producao de moléculas antimicrobianas como lisozima,
lactoferrina, inibidores de serina leucocitaria, além de alfa e beta-defensinas. Essas moléculas
contribuem para defesa do organismo contra patdégenos, junto a acdo coordenada de linfocitos
T, células NK, e células apresentadoras de antigenos, que sdo essenciais para o clearance viral
[79].

Apesar do alto risco de contrair a infec¢ao pelo HPV durante a vida sexualmente ativa,
a capacidade de fazer o clearance viral estd intrinsecamente relacionada ao €xito do sistema
imunoldgico. Dessa forma, em até 80% dos casos de infec¢ao por HPV pode haver o clearance
espontaneo, diminuindo ou até zerando a taxa viral em 1 ou 2 anos, representando o estado de
controle imunologico [80]. Estudos que correlacionam inversamente o clearance viral com os
fatores de risco envolvendo o HPV, como o habito tabagista [81,82], multiplicidade de parceiros
[83] e coinfeccao por outros agentes classicos de ISTs [84,85], j& sdo bem estabelecidos na
literatura. Recentemente, o papel do microambiente vaginal, especialmente a composi¢cdo da
microbiota, tem sido amplamente reconhecido como influente na modulagdo do clearance e no

curso da infec¢do pelo HPV [86,87].

1.3 MICROBIOMA VAGINAL

O corpo humano abriga uma vasta comunidade de microrganismos que colonizam
diferentes nichos, como o intestino, a nasofaringe, a orofaringe, a pele e superficies mucosas,
incluindo o canal vaginal, formando o que denominamos de microbioma [88]. O microbioma
estd intrinsecamente e ativamente correlacionado com fung¢des metabdlicas, imunologicas,
nutricionais e fisiologicas, exercendo papel fundamental na manutencao da satde do hospedeiro
[89].

No ambiente vaginal, a microbiota apresenta relacdo mutualistica com o organismo
feminino, funcionando como importante barreira de defesa contra organismos patogénicos.

Durante a vida da mulher, a sua composic¢ao ¢ influenciada por diversos fatores fisiologicos e
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hormonais, como o ciclo menstrual, puberdade, periodo gestacional e menopausa. Essas
mudancas afetam, bem como sdo afetadas pela fisiologia do hospedeiro, impactando
diretamente no equilibrio ecologico da microbiota vaginal [90].

De acordo com Ravel et al. [91], a microbiota vaginal pode ser dividida em cinco
comunidades bacterianas distintas, intituladas Community State Types (CSTs) I, I, II[, IV e V.
As CSTs I, II, IIT e V s3o dominadas por diferentes espécies de lactobacilos, consideradas
benéficas a satde vaginal. Ja a CST IV ¢ composta por uma riqueza de taxons bacterianos,
principalmente anaerdbios, estando fortemente associada aos casos de vaginose bacteriana
(VB). No referido estudo, a CST I, dominada por L. crispatus, € esteve presente em 26,2% das
mulheres incluidas no estudo, CST II, dominada por L. gasseri (6,3%); CST III, dominada por
L. iners (34,1%); e CST V, dominada por L. jensenii (5,3%). Por sua vez, a CST IV ndo
apresenta predominio de espécies lactobacilares, sendo caracterizada por uma comunidade
composta por géneros como Prevotella, Sneathia, Megasphaera e Streptococcus, considerados

principais representantes do core patoldgico da VB [91].

Com o objetivo de aprimorar a classificacdo do microbioma vaginal, foi desenvolvido,
pelo mesmo grupo de pesquisa, o0 método VALENCIA, constituido de um robusto banco de
dados, com mais de 13 mil perfis taxondmicos, permitindo identificar e caracterizar, de forma
mais abrangente os tipos de comunidades presentes na microbiota vaginal de mulheres em idade
reprodutiva [92]. Essa atualizagdo permitiu a categorizacao das comunidades microbianas em

13 diferentes CSTs, com base em sua composi¢ao taxondmica e abundéancia entre as espécies.

Diferentemente da abordagem de clusterizagdo adotada em 2011, considerada menos
fidedigna por capturar apenas um momento especifico da microbiota, a caracterizagdo pelo
VALENCIA usa um algoritmo de classificacao por centroide mais proximo. Isso significa que
cada CST ¢ definida por central de referéncia, aos quais novas amostras sdo comparadas para
determinar a classificagdo mais semelhante [93]. Como consequéncia, o método apresenta
maior estabilidade e reprodutibilidade, tendo em vista que a mudanga no conjunto de dados
analisados nao altera a clusterizacdo, garantindo consisténcia nas atribui¢cdes das amostras ao

longo do tempo.

Deste modo, as comunidades foram subdivididas em 13 CSTs, sendo classificados
como IA e IB, CSTII, CSTIIT A e IIIB, CST V, CST IV-A, IV-B, IV-C0, IV-C1, IV-C2, IV-

C3 e IV-C4, e suas caracteristicas estdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3. Classificagdo atualizada das comunidades bacterianas vaginais baseadas na composi¢do microbiana de acordo com
VALENCIA [92].

Assim, as CSTs I, I, IIT e V sd3o dominadas por Lactobacillus spp. e, portanto, estao
classicamente associadas a microbiota vaginal saudavel. Por outro lado, as CSTs IV-A e [V-B
estdo majoritariamente relacionadas ao core patologico da VB, devido abundancia de taxons
anaerobios associados a essa disbiose. A CST IV-C, foi subdividida em 5 grupos contendo
diferentes tdxons abundantes presentes e ndo ¢ dominada por espécies lactobacilares: IV-CO,
mais homogénea e com moderada abundancia de Prevotella; 1V-C1, dominada por
Streptococcus; IV-C2, dominada por Enterococcus; IV-C3, dominada por Bifidobacterium; e

IV-C4, dominada por Staphylococcus [94].

A mucosa vaginal ¢ composta por epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado,
recoberto por uma camada mucosa lubrificada pelo fluido cervicovaginal que atua como uma
barreira fisica contra microrganismos por possuir o pH 4acido e moléculas antimicrobianas,
como defensinas, mucinas, anticorpos e fatores surfactantes [95]. A acidificacdo do pH
intravaginal ¢ promovida pela acao dos isomeros L-lactato e D-lactato produzido pelas espécies
lactobacilares. Em concentragdes fisiologicas (110mM) [96], o &cido latico em sua forma
protonada reduz os niveis do pH vaginal e exacerba os efeitos protetivos do perdxido de
hidrogénio (H20:) e das bacteriocinas contra patdégenos como a Gardnerella vaginalis,

Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis e o proprio HPV [97].

Além disso, ambas as formas do acido latico contribuem para formagdo de um
microambiente anti-inflamatodrio ao induzir a produgao da citocina IL-10 e suprimir a expressao
de mediadores pro-inflamatérios como Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e IL-6, C-X-C

motif chemokine ligand 8 (CXCL-8), Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and
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Secreted (RANTES) e Proteina inflamatdria de macrofagos 3 alfa (MIP-3a). O 4cido latico
também inibe a translocacdo do NF-kB, importante regulador da inflamacao e resposta imune
local. Adicionalmente, também exerce papel na manutengdo da estabilidade gendmica ao inibir
a atividade da histona desacetilase, promovendo o relaxamento da cromatina por meio da
diminui¢do das interacdes entre as histonas e o DNA, permitindo o reparo de danos e a
prevencao das mutagdes genéticas [98].

Outra importante atribuicdo dos Lactobacillus spp. ¢ a producdo ativa de H>O», que
inibe o crescimento de organismos aerdbios catalase-negativos através da sintese de radicais
livres de hidroxila. Também sdo capazes de prevenir, através de mecanismos de competicao,
que outros microrganismos patogénicos se fixem as células epiteliais [99].

Com o inicio da puberdade e durante a gravidez, ha um aumento na produgdo de
hormdnios femininos - estrogénio e progesterona - fundamentais para a maturagdo epitelial e
deposicao de glicogénio nas células cervicais. Quando essas células sofrem lise, o glicogénio ¢
liberado e sofre catabolizagdo pela enzima a-amilase, se transformando em maltose, maltotriose
e o-dextrina, acucares simples que servem como substrato para o metabolismo dos
Lactobacillus spp. para a produgdo do acido latico [100].

A microbiota vaginal ¢ caracterizada como um ecossistema dinamico, influenciado
por fatores internos e externos, incluindo ciclo menstrual, terapias medicamentosas, uso de
métodos contraceptivos, menopausa, gravidez, lactacdo, diabetes, estresse e praticas
ginecoldgicas desfavordveis, como a ducha vaginal. Apesar dessas influéncias serem bem
documentadas, a etiopatogenia exata das disbioses vaginais ainda ndo estd completamente
elucidada na literatura [101].

Dessa forma, a deplecdo dos Lactobacillus spp. e a subsequente colonizagdo por
espécies anaerdbias, como as do género Gardnerella, Mycoplasma, Prevotella, Ureaplasma e
Bacteroides esta associada ao desenvolvimento da VB, uma condi¢do muito comum entre
mulheres em idade reprodutiva. Embora sua prevaléncia varie conforme fatores geograficos,
sociodemograficos e culturais, possui maior incidéncia em mulheres negras e com menores
indices educacionais [102]. Nos paises em desenvolvimento, a prevaléncia varia entre 20% e
47% [103] enquanto nos Estados Unidos, o Centro de Controle e Preven¢do de Doencgas (CDC)
relatou uma taxa de 29% de VB em mulheres entre 14 e 49 anos [104]. No Brasil, embora ainda
haja poucos dados descrevendo a prevaléncia dessa disbiose, um estudo conduzido por nosso
grupo de pesquisa, em 2015, que incluiu 1519 mulheres na regido sudeste descreveu prevaléncia
de 30,1% de VB [105].

Apesar de a VB ser caracterizada pela deplecdo dos Lactobacillus spp., com
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diminui¢ao da producdo de acido latico e, consequentemente, aumento do pH vaginal e de
acidos graxos de cadeia curta, essa disbiose vaginal ndo institui resposta inflamatéria
neutrofilica, mas aumentam os niveis de producao de algumas citocinas inflamatorias [106].
Além disso, os microrganismos anaerobios presentes produzem aminas a partir da conversao
de aminodacidos, que se combinam com os nitratos e formam a nitrosamina, compostos capazes
de gerar adutos no DNA, promovendo eventos mutag€nicos que contribuem para a
transformagao do epitélio cervical e a progressao de lesoes ja existentes [107,108].

Hé uma forte associagdo, ja descrita em literatura, entre a VB e a redugdo da taxa de
clearance do HPV. Esse desequilibrio do microbioma favorece a degradagdao do muco cervical,
a formacao de biofilmes bacterianos e a producdo de metabdlitos inflamatérios, que induzem
uma inflamacdo cronica de baixo grau, prejudicando a resposta imune antiviral, bem como o
aumento do pH vaginal, observado em quadros de disbiose, o qual ativa a expressao da proteina
ES e favorece alteragdes no epitélio cervical, como a metaplasia. [109-111]. Além disso, a VB
estd associada a disrup¢ao da integridade da barreira de células epiteliais ¢ ao aumento da
suscetibilidade a microlesdes e, portanto, facilitando a persisténcia viral nas células basais do
epitélio cervical [112].

Embora a infec¢do pelo hrHPV seja necessaria para o desenvolvimento de neoplasias
cervicais, ela ndo €, por si sO, suficiente para desencadear o processo carcinogénico [113].
Estudos metagendmicos demostram que a persisténcia do HPV esta associada com a diminuigao
da abundancia de Lactobacillus spp. e consequentemente, o aumento da diversidade microbiana
vaginal. Esse desequilibrio apresenta um ambiente propicio a manutenc¢ao da infec¢do, aumento
da persisténcia e progressio do HPV, por meio do aumento dos niveis inflamatorios
moleculares e disrupgao do sistema imunolédgico [114,115].

Estudos recentes da microbiota vaginal mostram que mulheres com microbiota vaginal
depletada de Lactobacillus spp. apresentam nao s6 maior associacdo com infec¢ao por hrHPV,
como também maior poder preditivo para o desenvolvimento de lesdes neoplasicas do que as
variaveis sociodemograficas e comportamentais, sugerindo que a composicao bacteriana
vaginal pode atuar como marcador biologico de risco. Esses achados reforcam a hipotese de
que a disbiose vaginal contribui para um microambiente inflamatério e permissivo a
persisténcia viral, condigdo fundamental para a progressdao das lesdes cervicais associadas ao
HPV oncogénico [87,116].

A microbiota vaginal, portanto, exerce papel central na modulagdo do microambiente
local, e por esse motivo, estd relacionada com a defesa contra o HPV tanto no estado de pré

infec¢do, quanto no clearance viral pos infeccdo. Em vista disso, estudos sugerem que o
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consorcio de microrganismos presentes no microambiente vaginal pode contribuir para a
persisténcia do HPV e no desenvolvimento de lesdes precursoras do CCU, da mesma maneira
que a prevaléncia de espécies lactobacilares podem aumentar as taxas de clearance do HPV
[117-119].

Em ultima analise, estudos que confirmem a potencial correlagdo da microbiota vaginal
associada a modulagdo do clearance viral do HPV, podem contribuir para desenvolvimento de
alvos terapé€uticos alternativos para os casos de cancer cervical, e ainda, podem deferir a
importancia da avaliagdo e manutencao da eubiose vaginal durante o curso da infec¢ao pelo

HPV.
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