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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Este projeto investigou a relagdo entre o HPV e a microbiota vaginal no contexto
do desenvolvimento de lesdes cervicais, um campo em ascensdo na comunidade
cientifica e de grande relevancia para a saude da mulher. A caracterizacdo da
composi¢ao microbiana associada ao estado de infecgao viral visou auxiliar o melhor
esclarecimento dos potenciais mecanismos que podem influenciar a infec¢cado pelo
virus do HPV, ampliando o entendimento sobre fatores nao virais que podem participar
do desenvolvimento da displasia cervical. Do ponto de vista cientifico, os resultados
fortalecem a base de conhecimento necessaria para futuras estratégias de prevengéo
e tratamento mais personalizadas, integrando parametros microbiolégicos ao
acompanhamento clinico. O Brasil esta em processo de transigdo do rastreamento do
cancer do colo do utero da citologia para o teste molecular de HPV no SUS, o que
aumentara substancialmente a deteccao de casos. Nesse novo cenario, compreender
como a microbiota vaginal se relaciona com a evolugédo da infecgdo € fundamental
para auxiliar na estratificacdo de risco, orientar condutas clinicas e reduzir
intervengdes desnecessarias. Assim, este estudo ndo apenas gera conhecimento,
mas também se alinha as novas demandas do SUS, contribuindo para melhorar a

qualidade do cuidado oferecido.
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RESUMO

O céncer do colo do utero (CCU) permanece como uma das principais causas
de mortalidade entre mulheres em todo o0 mundo, especialmente em paises de baixa
e media renda, onde 0 acesso a vacinagao e aos programas de rastreamento ainda
sao limitados. A infecgao persistente pelo papilomavirus humano (HPV) de alto risco,
particularmente pelo gendétipo 16, € reconhecida como o principal fator etiolégico do
CCU. Nesse cenario, a microbiota vaginal tem sido apontada como um fator
modulador relevante da infeccdo e persisténcia do HPV, influenciando o risco de
desenvolvimento de lesdes cervicais precursoras. Em condi¢des de eubiose, observa-
se a predominancia do género Lactobacillus, responsavel pela produgdo de acido
lactico, manutencao do pH vaginal acido e protegao do epitélio cervical. Por outro lado,
a disbiose vaginal, caracterizada pela perda dessa dominancia e pelo aumento da
diversidade microbiana, com prevaléncia de bactérias anaerdbias esta associada a
inflamacao crénica, maior suscetibilidade a infeccéo pelo HPV e a persisténcia viral. A
classificagdo da microbiota vaginal em Community State Types (CSTs) consolidou o
estudo dessas comunidades bacterianas. O objetivo desta dissertagao foi comparar o
perfil da microbiota vaginal de mulheres com lesdes cervicais precursoras de alto grau,
no momento do tratamento excisional, com o de mulheres sem lesdes cervicais
submetidas ao exame preventivo, atendidas no Hospital do Cancer do Barretos.
Durante o exame especular, foram coletadas amostras de conteudo vaginal para
analise microbioldgica por coloragao de Gram, visando a classificagdo em eubiose ou
disbiose, e para analise molecular da microbiota por meio do sequenciamento da
regido V3-V4 do gene 16S rRNA, com posterior determinacdo dos perfis em CSTs.
Foram incluidas 59 participantes, sendo 37 mulheres com leséo cervical de alto grau
e HPV detectado e 22 mulheres controle, sem lesdo e com HPV n&o detectado.
Observou-se elevada frequéncia de disbiose vaginal em ambos os grupos, sem
diferenga estatisticamente significativa entre os perfis de CSTs. Esses achados
reforcam a relevancia da microbiota vaginal no contexto da infecgédo pelo HPV e
indicam a necessidade de estudos futuros com maior aprofundamento na analise de

taxons bacterianos especificos.

Palavras-chave: cancer do colo do utero; HPV; microbiota vaginal; disbiose



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) remains one of the leading causes of mortality among
women worldwide, particularly in low- and middle-income countries, where access to
vaccination and screening programs is still limited. Persistent infection with high-risk
human papillomavirus (HPV), especially genotypes 16 and 18, is recognized as the
main etiological factor for cervical cancer. In this context, vaginal microbiota has
emerged as a relevant modulating factor in HPV infection and persistence, influencing
the risk of developing cervical precancerous lesions. Under eubiotic conditions, the
vaginal microbiota is predominantly composed of the genus Lactobacillus, which is
responsible for lactic acid production, maintenance of an acidic vaginal pH, and
protection of the cervical epithelium. In contrast, vaginal dysbiosis, characterized by
the loss of Lactobacillus dominance and increased microbial diversity with a higher
prevalence of anaerobic bacteria, is associated with chronic inflammation, increased
susceptibility to HPV infection, and viral persistence. The classification of the vaginal
microbiota into Community State Types (CSTs) has consolidated the study of these
bacterial communities. The aim of this dissertation was to compare the vaginal
microbiota profile of women with high-grade cervical precancerous lesions at the time
of excisional treatment with that of women without cervical lesions undergoing routine
screening, attended at Hospital do Cancer de Barretos. During speculum examination,
vaginal samples were collected for microbiological analysis using Gram staining to
classify eubiosis or dysbiosis, and for molecular analysis of the microbiota through
sequencing of the V3-V4 region of the 16S rRNA gene, followed by the determination
of CST profiles. A total of 59 participants were included, comprising 37 women with
high-grade cervical lesions and detectable HPV infection and 22 control women
without cervical lesions and with undetectable HPV. A high frequency of vaginal
dysbiosis was observed in both groups, with no statistically significant differences
between CST profiles. These findings reinforce the relevance of the vaginal microbiota
in the context of HPV infection and highlight the need for future studies with deeper
analysis of specific bacterial taxa.

Keywords: cervical cancer; HPV; vaginal microbiota; dysbiosis
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1 REVISAO DE LITERATURA

O cancer do colo do utero (CCU) representa um dos principais problemas de
saude publica mundial, sendo a quarta neoplasia mais comum e terceira mais mortal
entre mulheres, atras apenas do cancer de mama, colorretal e de pulméao (1) (Figura
1). Estimativas globais sugerem que a maior concentragéo permanece nos paises de
baixa e média renda, onde o acesso a programas de rastreamento e vacinagao ainda
€ limitado (1,2).
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Figura 1: Incidéncia e a mortalidade mundial dos diferentes tipos de neoplasias em mulheres segundo

a organizagcao mundial da saude. Fonte: Cancer Today — IARC (1)

No Brasil, o CCU esta como a quarta neoplasia mais incidente e mortal entre
mulheres, atras apenas de mama, colorretal e tireoide (1) (Figura 2). Segundo as
projecdes do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o triénio de 2023 a 2025,
estimou-se a ocorréncia de aproximadamente 17 mil novos casos anuais, com taxas
mais elevadas nas regides Norte e Nordeste, refletindo diferengcas no acesso a

politicas de prevengao, diagndstico precoce, tratamento e vacinacao (3,4).
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Age-Standardized Rate (World) per 100 000, Incidence and Mortality, Females, in 2022
Brazil
(Top 15 cancer sites)
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Figura 2: Incidéncia e mortalidade no Brasil dos diferentes tipos de neoplasias em mulheres segundo

a organizagao mundial da saude. Fonte: Cancer Today — IARC (1)

Um aspecto importante da epidemiologia do CCU é que se trata de uma
neoplasia altamente prevenivel, sendo que esta diretamente relacionada a infecgéo
persistente pelo papilomavirus humano (HPV) de alto risco, um fator de risco
conhecido e passivel de intervencao (3,5-7). Apesar disso, a doenca ainda apresenta
altos indices de incidéncia e mortalidade na populagdo, o que demonstra falhas na
implementagdo ou adeséao as estratégias preventivas disponiveis, como vacinagao e
rastreamento (4,8). O diagndstico muitas vezes ocorre em estagios avangados, o que
reduz as chances de cura e aumenta a necessidade de tratamentos mais agressivos.
Essa disparidade reforca que se trata de uma doenga marcada por forte componente
de desigualdade social e estrutural, sendo um tipo de cancer que pode ser prevenido
com programas de vacinagdo bem estruturados como € visto em muitos paises da
Europa. No cenario internacional, paises que conseguiram implementar programas de
rastreamento organizados e vacinagdo em larga escala, tém apresentado queda

consistente nas taxas de incidéncia e mortalidade. Esses exemplos evidenciam que
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politicas publicas bem estruturadas sao capazes de transformar o panorama desse
tipo de neoplasia. No entanto, tais avangos ainda nao foram universalizados, como na
América Latina, Africa e sudeste Asiatico, continuam a registrar um nimero de casos
elevados se comparados a esses paises. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
estabeleceu a meta 90-70-90, uma estratégia global para a eliminagdo do cancer do
colo do utero como problema de saude publica, propondo que 90% das meninas sejam
vacinadas contra o HPV até os 15 anos, 70% das mulheres sejam rastreadas com
testes de alta performance ao longo da vida, e 90% das mulheres diagnosticadas com
lesdes precursoras ou cancer recebam tratamento adequado até 2030 (2-6,8).

Entre todos os casos de CCU, mais de 90% estao associados a infecgéo pelo
HPV. Embora mais de 218 gendtipos ja tenham sido descritos, apenas 45 infectam a
regido genital. Dentre esses apenas 12 sdo considerados de alto risco e estdo
diretamente relacionados a carcinogénese, sendo o tipo 16, em maior parte, o mais
prevalente, responsaveis por aproximadamente 70% dos CCU e por praticamente
todas as neoplasias induzidas por HPV em homens. Apesar da alta frequéncia das
infeccdes por gendtipos de alto risco, cerca de 80% delas séao eliminadas pelo sistema
imunoldégico em até trés anos, atingindo o clearance viral, enquanto apenas cerca de
3% evoluem para CCU no intervalo de sete anos (9-11).

Os papilomavirus humanos pertencem a familia Papillomaviridae e sao
considerados os agentes etioldgicos das infecgdes sexualmente transmissiveis (ISTs)
mais frequentes em nivel mundial (11). Essas infec¢cées podem variar desde quadros
assintomaticos até manifestacbes clinicas como verrugas, além de lesdes pré-
neoplasicas e neoplasicas. O HPV é um virus ndo envelopado, com genoma
constituido por DNA circular de fita dupla, onde as regides E e L expressam
oncoproteinas sendo elas E1, E2, E4, ES, E6, E7 e L1, L2 respectivamente. A proteina
L1 é presente no capsideo e tem papel na montagem da particula viral, organizando-
se em pentameros que formam a estrutura icosaédrica do virus, que a torna altamente
imunogénica, assim atua como virus-like particle (VLP), utilizado como imunizante
para a produg¢ao da vacina contra o HPV. Este virus possui tropismo por células do
epitélio escamoso estratificado, iniciando seu ciclo infeccioso a partir da interacdo da
proteina L2, com receptores celulares da camada basal epitelial. A proteina E1 € uma
helicase viral essencial para a replicacdo do DNA do HPV, atuando na abertura da
dupla hélice e permitindo a duplicagdo do genoma viral. A proteina E2 exerce fungao

regulatdria, controlando a transcricdo dos genes virais e auxiliando a E1 na iniciacao
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da replicacao, além de participar da manutengcdo do DNA viral em forma epissomal. A
proteina E4, expressa em fases mais tardias da infecgdo, estd associada a
diferenciacgao celular e a liberacgédo viral, atuando na reorganizagao do citoesqueleto e
facilitando a amplificagdo do genoma viral nas camadas superficiais do epitélio. Ja a
proteina E5 contribui para a persisténcia da infecgcdo ao modular vias de sinalizagao
celular, especialmente aquelas relacionadas a receptores de fatores de crescimento,
favorecendo a proliferagao celular e a evasao da resposta imune. As proteinas E6 e
E7 s&o cruciais na oncogénese viral, promovendo a imortalizagédo celular, induzindo a
degradagao das proteinas supressoras de tumor (p53) e proteinas do retinoblastoma
(pRb), eventos que resultam em proliferacdo celular descontrolada e favorecem a
transformacao neoplasica. A proteina E6 exerce sua agao oncogénica principalmente
na forma de um complexo com a ubiquitina-ligase celular, direcionando a p53 para
degradacao proteassomal. A perda de p53 compromete a capacidade da célula de
interromper o ciclo celular frente a danos no DNA, de induzir reparo genémico ou de
ativar vias apoptoticas, permitindo a sobrevivéncia e a proliferacdo de células
geneticamente instaveis. Além disso, a E6 estimula a ativagcdo da telomerase
(hTERT), contribuindo para a imortalizagao celular, e interfere em proteinas envolvidas
na polaridade celular e adesao, favorecendo a progressao tumoral. A proteina E7, por
sua vez, atua predominantemente sobre o controle da transi¢cao da fase G1 para S do
ciclo celular. A perda da fungao de pRb (junto com p107 e p130), resulta na liberagéo
constitutiva de fatores de transcricdo da familia E2F, levando a ativacédo continua de
genes necessarios para a sintese de DNA e proliferagao celular, independentemente
de sinais regulatorios fisioldgicos. A E7 também interfere em inibidores de quinases
dependentes de ciclinas (CDKs), como p21 e p27, reforgcando o descontrole do ciclo
celular. A acdo sinérgica de E6 e E7 cria um ambiente celular caracterizado por
proliferagdo desregulada, resisténcia a apoptose, acumulo de alteragdes genéticas e
instabilidade cromossémica, entre muitos outros fatores, condi¢gdes essenciais para a
progressao de lesdes intraepiteliais para carcinoma invasivo. A jungao escamo-
colunar (JEC) do colo do utero é a regido de transi¢céo entre o epitélio colunar glandular
do endocérvice e o epitélio escamoso do ectocércive, local onde ocorre a metaplasia
escamosa. Essa area é considerada altamente vulneravel a infecgao pelo HPV, pois
apresenta intensa atividade proliferativa e imaturidade celular, facilitando a penetragao

viral por meio de leséo epitelial. Além disso, o microambiente da JEC favorece a
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persisténcia da infecgdo, tornando-a o principal sitio de origem para lesbes

precursoras e para o desenvolvimento do CCU (Figura 3). (5,6,10-12).
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Figura 3: Mecanismo que leva ao desenvolvimento de CCU a partir da infeccao pelo HPV. Apds a
infecgdo do epitélio, o virus pode persistir devido a uma infecgdo cronica, levando a alteracdes pré-
neoplasicas (CIN — cervical intraepithelial lesions) e, posteriormente, ao CCU. Fonte: Adaptada do
artigo de Wioszek (2025).

A vacinacgao contra o HPV representa um dos maiores avangos na prevengao
do CCU, sendo considerada o método mais eficaz para impedir a infecgdo inicial pelo
virus (8). No Brasil, o SUS disponibiliza gratuitamente a vacina quadrivalente, que
protege contra os gendtipos 6 e 11 (responsaveis por verrugas anogenitais) e 16 e 18
(13). Essa cobertura ja trouxe impacto positivo na redugéo da circulagao viral e na
prevencao de lesbes precursoras, reforcando a importancia da imunizagcdo como
politica publica de saude (7). Apesar disso, a vacina quadrivalente ndo contempla
outros tipos de HPV de alto risco oncogénico, como os gendtipos 31, 33, 45, 52 e 58,
que também estdo relacionados ao desenvolvimento do cancer cervical. Assim,
mulheres vacinadas ainda permanecem sob risco de infecgao por esses tipos de alto
risco, especialmente em paises como o Brasil, onde a diversidade genotipica do HPV
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€ elevada. Nesse sentido, a chegada da vacina nonavalente em outros contextos
internacionais representa um avango, mas ainda nao esta disponivel de forma
universal no SUS, o que cria um desafio para ampliar a protecdo da populacao
(4,7,13). Outro aspecto importante € o fato de que grande parte das mulheres adultas
hoje n&o recebeu a vacina em idade recomendada, uma vez que, a época de sua
adolescéncia, o imunizante ainda nao estava disponivel de forma gratuita pelo SUS.
Muitas dessas mulheres estdo atualmente em faixas etarias de maior risco para a
persisténcia da infeccdo e para o desenvolvimento de lesbes precursoras,
permanecendo vulneraveis a agao do HPV. Esse cenario evidencia uma lacuna na
cobertura vacinal e reforca a necessidade de estratégias complementares de
prevencao e rastreamento. Além disso, mesmo entre as populacdes atualmente
elegiveis para a vacinagcdo, a adesdo ainda € abaixo do ideal. Fatores como
desinformacéo, estigma associado as infecgbes sexualmente transmissiveis, receios
infundados sobre a segurancga da vacina e dificuldades de acesso ao servigo de saude
contribuem para taxas de cobertura vacinal abaixo das metas estabelecidas. Esse
quadro limita o impacto coletivo esperado da vacinacdo em termos de imunidade de
rebanho e prolonga a circulagao do virus na populagéo. Portanto, embora a vacinagao
seja o método mais eficaz e seguro de prevencgao contra o HPV, ainda ha importantes
lacunas a serem preenchidas (4,7,14).

A infecgao ativa pelo HPV pode ou n&o gerar alteragdes no epitélio cervical. O
processo de transformacéo inicia-se quando a replicagéo viral da lugar ao crescimento
clonal de células transformadas, caracterizando um estado pré-neoplasico. Esse
estagio é marcado pela agao das oncoproteinas virais, que promovem a proliferagao
celular e inibem a apoptose fisioldgica. Em muitos casos, mesmo apds o surgimento
de lesbes intraepiteliais escamosas de baixo grau (Low-grade Squamous
Intraepithelial Lesions — LSIL), o sistema imunolégico é capaz de eliminar a infecgao
em até 24 meses. Entretanto, quando ha persisténcia viral em células basais com
baixa atividade replicativa, instala-se a fase de laténcia da infeccdo, na qual pode
ocorrer transformagdo neoplasica progressiva, levando as lesdes intraepiteliais
escamosas de alto grau (High-grade Squamous Intraepithelial Lesions - HSIL),
consideradas precursoras do CCU (9,15,16).

O rastreamento do cancer do colo do utero até o ano de 2025 foi baseado na
citologia oncdtica cervical, corada com Papanicolaou, exame de baixo custo e ampla

aplicabilidade que possibilitou a reducéo significativa da mortalidade pela doenga em
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paises que o adotaram de forma sistematica (3,6,7). O exame consiste na coleta de
células do colo uterino para analise citomorfolégica, com o objetivo de identificar
alteracdes pré-neoplasicas antes da progressao para o cancer invasivo. Apesar de
sua importancia, a citologia apresenta limitagdes relacionadas a baixa sensibilidade e
dependéncia de fatores técnicos e humanos, o que justifica a busca por métodos mais
acurados (7,11). Quando a citologia identifica altera¢des celulares sugestivas de lesao
intraepitelial, a paciente € encaminhada para colposcopia, exame que permite a
visualizacao direta da mucosa cervical apds aplicagdo de acido acético e solugao de
Lugol, evidenciando areas de metaplasia ou suspeitas de displasia. Nessas regides,
o colposcopista pode realizar bidpsias dirigidas, as quais fornecem material histolégico
para confirmacdo diagnostica. Esse procedimento constitui a etapa para definir a
conduta clinica, permitindo diferenciar lesées de baixo e alto grau. A classificagdo de
Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) é definida como 1, 2 ou 3. Sendo NIC 1, o
patologista identificou alteragdes morfolégicas aproximadamente no terco inferior do
epitélio do tecido da bidpsia, onde existe baixa expressdo de oncoproteinas E6 e E7;
NIC 2 sédo identificadas alteragdes morfologicas em aproximadamente metade do
epitélio do tecido, onde medianas expressdes de E6 e E7 sdo encontradas; em NIC
3, por sua vez, sdao encontradas alteragdes morfoldégicas em praticamente todo o
epitélio do tecido da bidpsia, indicando elevada expressao de proteinas E6 e E7
(Figura 4). Nos casos em que a bidpsia confirma a presenga de NIC 2, 3 ou carcinoma
in situ, a conduta terapéutica mais frequentemente indicada é o procedimento de
excisao da zona de transformacéao, conhecido como CAF (Cirurgia de Alta Frequéncia,
ou LEEP/LLETZ em nomenclaturas internacionais). Essa intervencao, realizada de
forma ambulatorial, remove a area de transformacao cervical onde o HPV exerce sua
maior atividade oncogénica, sendo ao mesmo tempo diagndstico e terapéutico,

reduzindo o risco de progressao para o carcinoma invasivo (5,17-19).
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Figura 4: As células basais do epitélio cervical repousam sobre a membrana basal. O HPV acessa
essas células basais por meio de lesao epitelial no epitélio cervical. Apds a infecgdo, as oncoproteinas
do HPV séao expressas e o DNA viral se replica a partir do DNA episomal. Nas camadas superiores do
epitélio (zona média e zona superficial) as proteinas L1 e L2 encapsidam os genomas virais para formar
virions progenitores no nucleo. O virus liberado pode, entdo, iniciar uma nova infecgdo. A progressao
de lesdes nao tratadas para cancer invasivo esta associada a integracdo do genoma do HPV nos
cromossomos do hospedeiro (nucleos vermelhos), com subsequente superexpressao dos oncogenes
E6 e E7. Fonte: Adaptado do artigo de Woodman et. al. (2007).

A partir de 2025, as diretrizes Brasileiras de rastreamento iniciaram uma
atualizacdo, substituindo gradualmente a citologia convencional pelo teste molecular
de DNA-HPV como método primario de triagem (7,11). O teste apresenta maior
sensibilidade para a deteccdo de gendtipos de alto risco oncogénico, permitindo
identificar mulheres em risco antes do surgimento de alteragdes celulares detectaveis
pela citologia. Essa mudanga tende a aumentar a taxa de detecgdo precoce,
especialmente em populagbes com acesso irregular ao rastreamento, ao mesmo
tempo em que possibilita intervalos mais longos entre os exames para mulheres com
resultados negativos. Essa transicdo tem impactos diretos tanto na pratica clinica
quanto na saude publica. A detecgdo precoce de infeccbes por HPV de alto risco

permitira a identificagcdo mais precisa de mulheres que necessitam de investigagao
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colposcopica, enquanto aquelas com resultados negativos poderdao ser
acompanhadas com maior seguranga. Desta maneira, compreender fatores que
influenciam a susceptibilidade a infecdo do HPV e sua persisténcia viral e a
progresséao para lesdes displasicas ganha ainda mais relevancia nesse novo cenario,
ja que podera auxiliar na estratificagao de risco e no desenvolvimento de estratégias
de prevencao personalizadas dentro do Sistema Unico de Saude (SUS) (11).

Existe uma gama de estudos que associam a microbiota vaginal aos fatores
associados a infecgdo e ao clearance do HPV (5,6,20-27). A microbiota vaginal &
composta por uma comunidade bacteriana na qual é esperada alta abundancia
relativa do género Lactobacillus. Esse ecossistema é modulado por fatores individuais
de cada mulher, como ciclo menstrual, alimentagdo, niveis hormonais,
imunodeficiéncias, praticas sexuais e coitarca precoce (28-31). A presenga majoritaria
de Lactobacillus spp. € fundamental para a manutengdo da homeostase local, uma
vez que essas bactérias metabolizam como substrato o glicogénio epitelial, liberado
pelas células escamosas, devido aos niveis de estrogénio, e produzem acido latico,
promovendo a acidificagdo do pH vaginal (3,5-4,5). O acido latico além de manter o
ambiente acidificado também é capaz de estimular a diminuigdo da sintese de
citocinas pro-inflamatérias como interleucina 12 e, ao mesmo tempo, promovem a
liberagcdo de citocinas anti-inflamatérias como a interleucina 10. Este equilibrio é
fundamental para manter uma resposta imune adequada sem causar inflamacao
excessiva que poderia danificar os tecidos vaginais. O mesmo também promove a
expressao de elafina pelas células epiteliais, uma proteina com propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatoérias que ajuda a manter a integridade cervical e
dificulta outras infec¢gdes nas camadas basais do epitélio.

Os Lactobacillus spp. também produzem diversas outras moléculas de
protecao como as bacteriocinas, que possuem efeito bactericida direto contra outras
bactérias potencialmente patogénicas exercendo um papel imunomodulador
importante. Os biossurfactantes, sdo moléculas que modificam a tensao superficial
das células epiteliais, esta modificacao interfere na capacidade de outras bactérias
aderirem a parede vaginal, impedindo a formacao de biofiimes e o crescimento
excessivo de anaerobios patogénicos: sem conseguir aderir adequadamente a
mucosa, esses microorganismos potencialmente nocivos sdo mais facilmente
eliminados do ambiente vaginal. O peréxido de hidrogénio (H,O,) inibe também o

crescimento de bactérias patogénicas sendo um agente oxidante capaz de danificar
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componentes essenciais das células microbianas, como proteinas, lipidios de
membrana e acidos nucleicos. A producao de peptideos antimicrobianos (AMPs)
oferece protecao aos tecidos epiteliais contra enzimas proteoliticas secretadas por
patdogenos, que se ndo fossem neutralizadas, poderiam degradar a integridade da
barreira epitelial e facilitar a invasdao de microorganismos patogénicos nos tecidos
mais profundos. Em conjunto, todos esses mecanismos sugerem que os Lactobacillus
Spp. ndo apenas ocupam o nicho dentro da microbiota vaginal, mas ativamente criam
e mantém um ambiente hostil para patégenos através de multiplas estratégias
complementares, incluindo competicdo por nutrientes, produgcdo de substancias
antimicrobianas, modificagdo do pH, modulacao imune e fortalecimento das barreiras
fisicas e quimicas naturais do trato genital feminino (Figura 5). Enquanto a baixa
diversidade da microbiota intestinal estd associada a condi¢des prejudiciais, como
inflamacao crénica, obesidade e doengas metabdlicas, no caso da microbiota vaginal
0 cenario € oposto. Nela, a predominancia de poucas espécies, principalmente do
género Lactobacillus, é considerada protetora, assim, enquanto no intestino a alta
diversidade representa equilibrio, no microambiente vaginal, a baixa diversidade é o
estado ideal de saude (28,32).
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Figura 5: Diferentes mecanismos protetores causados pela alta abundéancia relativa de Lactobacillus
spp. no trato genital feminino, como acido lactico, bacteriocina, biosurfactantes, H,O, e peptideos

antimicrobianos (AMPs - antimicrobial peptide). Fonte: Adaptado do artigo de Fraszczak et. al. (2022).
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A disbiose da microbiota vaginal, caracterizada pela perda da dominancia de
Lactobacillus spp. e pela proliferacao de espécies anaerdbias, é reconhecida como o
desequilibrio microbiano mais comum em mulheres em idade reprodutiva (30,33,34).
Essa condicao leva a alteragédo do pH vaginal, que se torna menos acido, favorecendo
a colonizacao de bactérias oportunistas e dificultando a manutengdo da homeostase
local. A vaginose bacteriana (VB) representa a manifestagao clinica mais frequente
desse processo disbidtico, estando associada a maior risco de infecgbes sexualmente
transmissiveis, complicacbes obstétricas e alteragdes cervicais de carater pré-
neoplasico (35,36). O diagndstico da disbiose pode ser realizado utilizando a
coloracdo de Gram em esfregacos de conteudo vaginais para identificar diferentes
morfotipos da microbiota vaginal (20,37-39). Essa classificagao reflete um grau inicial
de alteragcado da comunidade bacteriana e sua associagdo com risco aumentado para
infecgdes virais e bacterianas (Figura 6).
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Figura 6: Representagdo da homeostase da microbiota vaginal quando possui baixa diversidade
bacteriana e dominancia em espécies de Lactobacillus spp. Por outro lado, na disbiose bacteriana,

podem afetar caracteristicas classicas para progressdo do CCU, incluindo inflamagao crénica, ruptura
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da barreira epitelial, instabilidade genémica, proliferacdo e/ou apoptose alteradas e angiogénese.
Quando a disbiose ocorre, as espécies de Lactobacillus spp. sao substituidas por uma mistura diversa

de bactérias anaerdbias. Fonte: Adaptada do artigo de taniewsk et. al. (2020).

As bactérias mais frequentemente associadas a disbiose vaginal incluem
Gardnerella vaginalis, espécie central na formacado de biofilmes; Fannyhessea
vaginae; Prevotella spp.; Mobiluncus spp.; e Mycoplasma hominis (21,31,40-43).
Essas comunidades mistas contribuem para a reducado de Lactobacillus spp. que
diminuem a producdo de acido latico e outros mecanismos protetores do ambiente
vaginal. Como consequéncia, 0 microambiente torna-se mais permissivo a infecgao
pelo HPV, uma vez que, por algum motivo haja a perda da barreira fisiolégica de
camada de células, aumenta a exposi¢cao de receptores celulares das células basais
a particulas virais, além de prolongar a persisténcia da infecgdo. Diversos estudos
sugerem que a disbiose vaginal exerce papel importante na progresséo para lesées
intraepiteliais de alto grau (22,24,31,44-47). Isso ocorre porque O ambiente
desbalanceado ndo apenas favorece a infecgao e a persisténcia do HPV de alto risco
oncogénico, como também induz um estado inflamatoério crénico no epitélio cervical.
Nessa condicdo, ha aumento da expressao de citocinas pré-inflamatérias, como IL-
18, IL-6, IL-8 e TNF-a, que atraem células imunes e promovem a liberagdao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), causando estresse oxidativo e dano ao DNA
epitelial. A resposta imune local frente a disbiose e a presenga do HPV é marcada por
intensa infiltragcdo de células inflamatdrias, como neutréfilos e macréfagos, que,
embora participem da defesa contra patégenos, também contribuem para a
degradacdo da matriz extracelular e para a remodelacédo tecidual. Além disso, o
desequilibrio entre citocinas pré e anti-inflamatérias compromete a regeneragéo
epitelial, aumentando a vulnerabilidade do tecido a transformacgdes neoplasicas. Esse
cenario inflamatdrio persistente, associado a atividade das oncoproteinas virais E6 e
E7, favorece a progressao de lesbes pré-neoplasicas para carcinoma cervical invasivo
(26,27,29).

Nesse sentido, a identificagdo da microbiota vaginal se faz importante para
estudos subsequentes que possam associar taxons bacterianos a desfechos como
clearance viral ou progressao de ledes. O sequenciamento do gene que codifica RNA
ribossémico (rRNA) 16S consolidou-se como o método ouro para identificar os

microrganismos presentes em amostras de diversos tipos de conteudo, por possibilitar
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a analise taxonbmica mesmo de bactérias de dificil cultivo (16,30,48,49). O gene rRNA
16S esta presente em todos os procariontes e desempenha papel essencial na
estrutura e funcdo do ribossomo bacteriano, o que explica seu elevado grau de
conservagao ao longo da cadeia evolutiva. Essa caracteristica o torna primordial para
estudos filogenéticos de identificagdo bacteriana. Intercaladas as regides altamente
conservadas, encontram-se nove regides hipervariaveis (V1-V9), que apresentam
variagbes de sequéncia suficientes para distinguir géneros e, em muitos casos,
espécies bacterianas. A amplificagdo dessas regides especificas por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers universais direcionados as regides
conservadas adjacentes, possibilita a analise comparativa de comunidades
bacterianas complexas. O sequenciamento das regides hipervaridveis permite a
construcéo de perfis taxondmicos detalhados da microbiota, fornecendo informacdes
sobre composicao, diversidade e abundéancia relativa dos microrganismos presentes
na amostra. Em estudos da microbiota vaginal, essa abordagem € particularmente
relevante, pois possibilita a identificacdo precisa de diferentes espécies de
Lactobacillus, bem como de bactérias associadas a estados de disbiose, como VB ou
Vaginose Aerodbia (VA), muitas das quais apresentam crescimento fastidioso ou séo
subdiagnosticadas por métodos baseados apenas em morfologia microscopica. Além
disso, o0 uso do sequenciamento de nova geracao (NGS) aplicado ao gene rRNA 16S
permite a analise simultdnea de muitas amostras com alta sensibilidade e
reprodutibilidade, fornecendo uma visdo abrangente da ecologia microbiana e das
interacdes entre os diferentes taxons. Dessa forma, essa metodologia representa um
avanco significativo em relagcao as técnicas tradicionais, constituindo um instrumento
central para a compreensédo das alteragdes da microbiota vaginal em condigbes
fisiologicas e patologicas, bem como para a correlagdo dessas alteragbes com
desfechos clinicos e biologicos. A aplicacao desse método permitiu ndo apenas
confirmar a classificagdo, mas também identificar subgrupos dentro deles. Além disso,
esse tipo de analise viabiliza a constru¢gao de bancos de dados globais, permitindo
comparagdes populacionais e fornecendo maior robustez estatistica aos dados
encontrados. O sequenciamento rRNA 16S é amplamente utilizado em outros
contextos, como o estudo da microbiota intestinal, oral e cutdnea. Essa versatilidade
reforca a importancia do método como ferramenta para compreender a interacéo entre
microbiota e saude (30,50,51).
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Tendo essa importancia da microbiota vaginal na manutengcdo da saude da
mulher, Ravel e colaboradores (2011), fizeram a caracterizagdo da microbiota vaginal
em Community State Types (CSTs) através do sequenciamento das regides
hipervariaveis V3-V4 do rRNA 16S que representou um avango importante na
compreensao do papel dos microrganismos no trato genital feminino (30). Essa
classificagao foi inicialmente proposta para organizar os diferentes perfis bacterianos
encontrados, das diferentes comunidades que dominam a microbiota vaginal. Na CST
| encontra-se um predominio de L. crispatus, ja na CST Il de L. gasseri, na CST lll por
L. iners, na CST V ha predominio de L. jensenii e na CST IV possuem baixa
abundancia relativa de Lactobacillus spp. e aumento da diversidade bacteriana. Essa
classificacdo possibilita correlacionar estados de eubiose, associados a protecao
contra o HPV e outras infec¢des, com estados de disbiose, caracterizados por maior
inflamacao local e aumento do risco de persisténcia viral e desenvolvimento de lesbes
pré-neoplasicas (16,25,45,47-49,52,53).

Achados de Audirac et al. (2016) mostraram que a composigdo da microbiota
vaginal varia conforme a progressao para lesdes intraepiteliais cervicais, transitando
de comunidades CST I, em mulheres HPV-negativas sem lesdes, para CST IV em
pacientes com diagnostico de NIC 2/3, com aumento de Sneathia spp. e
predominancia de Fusobacterium spp., incluindo F. necrophorum, em casos de cancer
cervical (54). Esses resultados corroboram os achados de taniewski et al. (2018), que
demonstraram associacao entre a infec¢ao persistente por HPV, a presenca de lesdes
cervicais e perfis de disbiose vaginal caracterizados por maior abundancia de
Gardnerella vaginalis, Fannyhessea vaginae, Sneathia spp. e outras bactérias
anaerdbias, além de maior diversidade microbiana. A presenca constante de bactérias
anaerobicas em mulheres com diagndstico de neoplasia intraepitelial tem sido
reportada em diversos estudos (55). Nesse sentido, Kyrgiou et al. (2017) reforcam
que, embora a infecgcao persistente por HPV oncogénico seja necessaria para o
desenvolvimento do CCU, n&o é suficiente por si s6, sendo a microbiota vaginal um
modulador fundamental na resposta imune a essa patologia. Evidéncias de
sequenciamento de nova geracdo mostram que mulheres com HPV detectado
apresentam maior diversidade microbiana e menor abundancia de Lactobacillus spp.
em comparacdo as HPV nao detectado, favorecendo a persisténcia viral,
especialmente em perfis de disbiose como CST IV (45). Brotman et al. (2014)

demonstraram ainda que o tabagismo esta fortemente associado a alteracbes da
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microbiota, com reducado de Lactobacillus spp. e maior prevaléncia de CST IV.
Mulheres tabagistas apresentaram risco 25 vezes maior de estarem nesse perfil, além
de exibirem escores de Nugent mais elevados e pH vaginal aumentado, ambos
indicativos de vaginose bacteriana (48). De forma semelhante, Musa et al. (2023)
relataram que mulheres nigerianas com microbiota classificada como CST Il ou CST
IV apresentaram maior associagdo com lesdes de alto grau e cancer cervical invasivo.
O estudo também evidenciou que a coinfec¢ao pelo HIV aumenta significativamente
a progressao, reforgando o impacto da imunossupresséao (53). Estudos como os de Al
Kassa et al. (2014) e, mais recentemente, Fraszczak et al. (2022), sugerem que essa
diferenca talvez esteja relacionada a conformagao do carbono quiral no acido lactico
produzido pelos Lactobacillus. Enquanto L. crispatus (CST |) produz tanto L- quanto
D-acido lactico, L. iners (CST Ill) produz apenas L-acido lactico, sendo este menos
protetor, uma vez que a conformacgao D- exerce efeito mais potente na protegao contra
a persisténcia viral (28,32).

O conhecimento detalhado sobre quais espécies bacterianas estdo associadas
a protecdo ou risco de infecgcdo pode orientar o uso de probidticos especificos,
moduladores da resposta imune ou até tratamentos antimicrobianos personalizados.
Além disso, a criagdo de modelos preditivos sobre o risco de persisténcia de HPV em
determinadas pacientes pode auxiliar na tomada de decisdo clinica e no
direcionamento de protocolos preventivos mais eficazes, auxiliando assim a meta 90-
70-90 definida pela OMS.
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2.1 RESUMO

Introducgéao: O cancer do colo do utero (CCU) tem como principal causa a infecgao
persistente por HPV de alto risco. No entanto, os mecanismos associados ao
clearance ou persisténcia da infeccdo por HPV continuam pouco entendidos e
parecem ser multifatoriais, sendo que eventuais fatores protetores da microbiota
lactobacilar estejam associados. Objetivo: Comparar o perfil da microbiota vaginal de
mulheres com lesdes precursoras cervicais de alto grau, no momento do tratamento
excisional, com o de mulheres submetidas ao exame preventivo, atendidas no
Hospital do Cancer de Barretos. Métodos: Durante o exame especular, foi coletado
conteudo vaginal para analise microbiolégica apds coloracdo de Gram, para
determinacdo de eubiose e disbiose. Adicionalmente, foi coletado conteudo para
analise molecular da microbiota através do sequenciamento da regido V3-V4 do gene
16S e determinacado dos perfis em Community State Types (CSTs). Resultados:
Foram incluidas 59 participantes de pesquisa. Dessas, 37 sao pacientes que foram
submetidas a exérese da leséo cervical de alto grau e HPV detectado (G2) e 22 eram
pacientes controle, sem lesdo, HPV nao detectado (G1). Considerando G2, 86,5%
foram diagnosticas como NIC3 e 13,5% como NIC2. O gendtipo do HPV mais
prevalente foi o HPV 16 em 45,9%. Houve elevada frequéncia de VB observada (G1:
36,4%; G2: 48,6%; p = 0,373) assim tendo uma disbiose predominante na coorte
estudada. Este estudo ndo encontrou significancia estatistica na diferenciagdo entre
os perfis CSTs (p = 0,950), porém mostrou em nossa coorte que em ambos 0s grupos
as participantes de pesquisa se encontravam na maioria no perfil CST IV (G1: 36,4%;
G2:29,7%) ou CST Il (G1: 31,8%; G2: 37,8%) perfis associados a disbiose bacteriana
e maior susceptibilidade a infeccao e persisténcia do virus do HPV. Conclusao:
Estudos mais aprofundados sdo necessarios a partir deste, em que taxons
bacterianos especificos devem ser comparados entre os diferentes grupos de

pacientes.

Palavras-chave: cancer do colo do utero; HPV; microbiota vaginal; disbiose.
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2.2 INTRODUGAO

O cancer do colo do utero (CCU) representa um dos principais problemas de
saude publica mundial, sendo a quarta neoplasia mais comum e terceira mais mortal
entre mulheres, atras apenas do cancer de mama, colorretal e de pulmao (1). No
Brasil, o CCU esta como a quarta neoplasia mais incidente e mortal entre mulheres,
atras apenas de mama, colorretal e tireoide (1,2).

A etiologia dessa neoplasia esta fortemente associada a infecgao persistente
pelo papilomavirus humano (HPV) de alto risco, reconhecidos como os principais
agentes na progresséao para lesdes precursoras e carcinoma invasivo (3-5). Ainfecgéo
ocorre principalmente na camada basal do epitélio cervical, onde as proteinas virais
E6 e E7 promovem proliferagcdo celular e inibem a diferenciagcédo, facilitando o
desenvolvimento de displasias cervicais. A jungcdo escamocolunar (JEC) é
considerada a regido mais vulneravel a infecgédo, sendo o local de origem de mais de
90% das neoplasias do trato genital inferior. Existem diversos fatores que influenciam
a persisténcia viral, como imunossupressao, tabagismo, multiparidade e uso
prolongado de contraceptivos orais (6). Ainda assim, a maioria das infeccbes é
autolimitada. No entanto, uma fracdo pode evoluir para lesdes intraepiteliais de alto
grau (NIC 2/3) e eventualmente para carcinoma invasivo, em decorréncia de uma
resposta imune ineficiente (7-9).

Nos ultimos anos, estudos tém evidenciado que a composi¢ao da microbiota
vaginal pode influenciar a infecgéo e a persisténcia do HPV (6,10-16). Em condi¢des
de eubiose, a microbiota é dominada por espécies do género Lactobacillus, que atuam
na manutencdo do microambiente vaginal por meio da produg¢ao de acido latico, que
reduz o pH (<4,5), da liberacao de peptideos antimicrobianos, bacteriocinas, peréxido
de hidrogénio, e produzem biosurfactantes que dificultam a adesdo bacteriana,
formagao de biofiimes e a invasdo viral. A disbiose vaginal é caracterizada pela
reducao de Lactobacillus spp. e aumento da diversidade bacteriana, com predominio
de anaerdébios, o que induz uma resposta pro-inflamatéria local. Esse processo pode
causar danos epiteliais e facilitar tanto a entrada quanto a persisténcia do HPV.
Estudos demonstram que mulheres com lesdes precursoras e cancer cervical

apresentam aumento da diversidade microbiana e redugao da abundancia relativa de
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Lactobacillus spp., acompanhada de maior presenga dos géneros Prevotella,
Megasphaera, Gardnerella e Fannyhessea (17-19).

Nesse contexto, Ravel e colaboradores (2011) propuseram uma classificagao
da microbiota vaginal em Community State Types (CSTs), baseada nas populagdes
bacterianas identificadas pelo sequenciamento das regides V3-V4 do gene que
codifica o rRNA 16S (20). Essa classificacao define cinco perfis principais: CST I,
dominado por Lactobacillus crispatus; CST Il, por L. gasseri; CST lll, por L. iners; CST,
CST V, dominado por L. jensenii e CST IV, caracterizado por baixa abundancia de
Lactobacillus spp. e elevada diversidade bacteriana. Diversos trabalhos apontam que
o aumento da diversidade bacteriana e prevaléncia de CST IV em casos de lesdes de
baixo e alto grau, além do cancer invasivo, associando esse perfil a infeccéo e
persisténcia viral. Por outro lado, o CST Il foi relacionado a maior clearance de HPV
em lesdes NIC | e Il, enquanto a prevaléncia de CST | diminui proporcionalmente a
severidade da doenca, sendo associada a menor inflamacgao vaginal. CST V também
apresenta baixa frequéncia em mulheres HPV positivas. Ja o CST Ill, dominado por
L. iners, tem sido associado negativamente ao clearance viral e apresenta maior
tendéncia a transi¢cao para microbiotas nao lactobacilares. Interessantemente, esse
perfil, juntamente com o CST |V, é frequentemente observado em mulheres apos
exérese de lesbes precursoras, sugerindo sua possivel relagdo com o risco de
recorréncia (12,13,21-27).

Portanto, a caracterizacao do perfil de microbiota em mulheres com lesdes pré-
neoplasicas e a comparagao com mulheres sem lesdo, HPV néao detectado, se faz
importante, ja que a elucidagcao do papel desta microbiota na infecgao ou clearance
do HPV pode levar a importantes desfechos considerando a evolugdo para lesdes

neoplasicas.

2.3 OBJETIVO

Caracterizar a microbiota vaginal de mulheres com alteragdes displasicas de

alto grau no colo do utero no momento do tratamento excisional, e comparar com

mulheres sem lesdao e com HPV nao detectado.
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2.4 METODOS

Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo observacional transversal, no qual mulheres
diagnosticadas com lesdes precursoras de alto grau e encaminhadas para tratamento
excisional no departamento de Prevencédo de Cancer do Hospital do Céancer de
Barretos foram pareadas, com os critérios de idade (x5 anos) e tabagismo, com
mulheres que procuraram o setor de prevencao do Hospital do Cancer de Barretos
para coleta do Papanicolaou. Essas participantes de pesquisa foram recrutadas e
distribuidas em dois grupos:

G1 - Grupo controle, que consiste em 22 mulheres com exame citopatoloégico
normal e HPV nao detectado;

G2 - Grupo com exérese de lesao precursora, que consiste em 37 mulheres
com diagnéstico recente de displasia de alto grau NIC 2, NIC 3 ou NIC 2/3.

As participantes de pesquisa do Grupo G2 foram incluidas no estudo no dia do
tratamento excisional, o qual a paciente ja teve realizado previamente os
procedimentos de colposcopia, citologia, genotipagem para HPV e biopsia com
diagnostico de lesdo precursora. Apds os resultados da bidpsia confirmatéria das
participantes de pesquisa do Grupo G2 vierem com resultado de HPV detectado e NIC
2, NIC 3 ou NIC 2/3 confirmado que as participantes do Grupo G1 foram devidamente
pareadas. Apés resultado de citologia normal e HPV ndo detectado que as
participantes de pesquisa do Grupo G1 foram devidamente incluidas no estudo.

As etapas de avaliacdo molecular e microscopica da microbiota vaginal, foram
realizadas na Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), no Laboratério de
Imunopatologia da Relagcdo Materno-Fetal da Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista (UNESP).

Critérios de elegibilidade
Os critérios de inclusdo foram mulheres em idade reprodutiva (menacme), com
18 anos ou mais e que nao estavam na menopausa. Foram utilizados como critérios

de excluséao as participantes que apresentavam historico prévio de imunodeficiéncias
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ou neoplasias, aquelas previamente vacinadas contra o HPV, gestantes ou lactantes
no momento da inclusdo, bem como mulheres incapacitadas ou em situacéo de
vulnerabilidade. Qualquer resultado de carcinoma invasivo, NIC 1 ou HPV nao
detectado gerou a exclusdo da participante do Grupo G2. Qualquer resultado de

citologia alterada ou HPV detectado gerou a exclusao da participante do Grupo G1.

Coleta de Dados

Os dados do estudo foram coletados e gerenciados por meio da plataforma
eletrébnica REDCap que é um aplicativo seguro baseado na web, com acesso
controlado, desenvolvido para auxiliar na coleta de dados para estudos de
investigacdo. Os dados especificos coletados para o protocolo foram a data de
nascimento e etnia; resultados do rastreamento do colo do utero; data e resultado da
citologia; resultado do exame para deteccédo do HPV; resultados da colposcopia;

resultados de patologia de todas as biopsias do colo do utero.

Coleta e processamento das amostras para analises microscopicas e moleculares da
microbiota vaginal

Durante o exame especular, empregando-se o espéculo bivalve de Collins
esterilizado e isento de qualquer lubrificante, foram coletadas amostras vaginais para
a analise da microbiota. O exame ginecolégico envolveu a realizagdo dos
procedimentos na seguinte sequéncia: inicialmente foi feita a inspeg¢do dos genitais
externos para deteccéo de lesdes vulvares e perianais. Em seguida, procedeu-se ao
afastamento das paredes vaginais com o uso de espéculo bivalve de Collins, isento
de lubrificante, para inspecgédo tanto das paredes vaginais quanto do colo uterino.
Posteriormente, as amostras foram coletadas utilizando swab estéril da marca Copan,
imerso em meio liquido de Amies sem agar, do conteudo do tergco médio da parede da
vagina, destinado a avaliagao molecular da microbiota vaginal. O pH vaginal foi aferido
utilizando-se tiras comerciais (escala: 4,0—7,0, Merck, Darmstadt, Alemanha). Em
seguida, efetuou-se a coleta de um swab estéril do conteudo do tergo médio da parede
da vagina para confecgdo de laminas destinadas a analise microscopica da
microbiota. Por fim, foi realizada a coleta utilizando escovas do tipo Rover's Cervex-

Brush Combi para exame citoldgico.

Coleta e processamento das amostras para genotipagem estendida de HPV
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As amostras citolégicas foram coletadas pelos ginecologistas do Hospital do
Cancer de Barretos (Grupo G2) e pela enfermeira responsavel pela coleta de material
para exame de Papanicolaou do Hospital do Céancer de Barretos (Grupo G1) e
armazenadas em meio liquido (BD SurePath™). Foram utilizadas para esse fim
escovas tipo Rover's Cervex-Brush Combi. Toda a cabega da escova foi inserida no
frasco contendo o liquido e enviada ao laboratério de Patologia do Hospital do Cancer
de Barretos. A genotipagem estendida de HPV foi realizada pela plataforma BD
Onclarity HPV Assay, seguindo as recomendacgdes do fabricante. Esta plataforma
apresenta resultados individuais para 6 tipos de HPV de alto risco (16, 18, 45, 31, 51
e 52) e resultados agrupados para os 8 restantes (33+58, 35+39+68 e 56+59+66).

Diagndéstico microscopico do padrdo da microbiota vaginal

A coloracado dos esfregagos vaginais foi realizada pelo método de Gram. A
avaliacao microscopica foi conduzida de forma padronizada, de acordo com critérios
morfolégicos previamente validados. A classificacdo da vaginose bacteriana (VB)
seguiu o sistema de pontuagéo descrito por Nugent et al. (1991), baseado na analise
semiquantitativa de trés morfotipos bacterianos observados nos esfregagos corados
pelo método de Gram, que sao: bacilos gram-positivos longos, representativos de
Lactobacillus spp.; bacilos curtos, cocobacilos gram-variaveis e gram-negativos,
representativos de Gardnerella vaginalis e Bacteroides spp; e bacilos gram-variaveis
curvos, compativeis com Mobiluncus spp. Cada morfotipo foi classificado em uma
escala de 0 a 4+, e a soma dos escores resultou na pontuacgao total, variando de 0 a
10. Os resultados foram interpretados como Flora | (microbiota normal; 0-3), Flora Il
(microbiota intermediaria; 4—6) ou Vaginose Bacteriana (disbiose; 7-10) (28).

A identificagdo de Vaginose Citolitica foi realizada conforme os critérios
propostos por Cibley e Cibley (1991), considerando-se os parametros de auséncia de
Candida spp. ou Trichomonas vaginalis; predominio acentuado de lactobacilos;
escassez ou auséncia de leucdcitos; e evidéncia de citdlise epitelial, caracterizada
pela presenga de nucleos celulares desnudos (29). Ja para a avaliagdo da Vaginite
Aerobia (VA) seguiu os critérios descritos por Dong et al. (2022), com base em quatro
parametros: grau lactobacilar; presenca e morfologia de bactérias aerdbias; relagao
entre leucécitos e células epiteliais; e presenca de células epiteliais parabasais ou

basais. Cada parametro recebeu uma pontuagao especifica, sendo o escore final
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utilizado para classificar a VA como ausente (0-2), leve (3—4), moderada (5-6) ou
grave (7-10) (30).

Os esfregagos também foram avaliados segundo a classificagdo morfoldgica
proposta por Ison e Hay (2002), que para os fins deste estudo, mulheres com
diagnodstico de atrofia vaginal foram excluidas, sendo mantidos exclusivamente os
esfregacos classificados como Grau 0, caracterizados pela presenca de células

epiteliais sem bactérias visiveis, indicativos de flora escassa (31).

Analise molecular da microbiota vaginal

As amostras obtidas de tergo meédio da parede da vagina com swab estéril da
marca Copan, imerso em meio liquido de Amies sem agar, foram descongeladas e
submetidas a extragdo do DNA bacteriano total utilizando ZymoBIOMICS DNA Kits,
conforme instrugdes do fabricante e congeladas a -80°C apds eluigdo em 100 uL de
agua ultrapura.

Todas as amostras foram submetidas a quantificacdo do DNA total utilizando
Qubit™ dsDNA BR Assay Kit. Em seguida, foi realizado etapa de End-Point PCR para
amplificagdo da sequéncia de 532bp da regido V3-V4 do gene bacteriano que codifica
o0 RNA ribossémico 16S e, posteriormente, os produtos amplificados seguiram o 716S
Metagenomic Sequencing Library Preparation para o sequenciamento na plataforma

lllumina MiSeq System (lllumina Inc.).

Anadlise bioinformatica do sequenciamento 16s rRNA

Os arquivos. fastq relativos as leituras forward e reverse foram importados para
o software R e o microbioma foi analisado pelo pacote “dada2”. Os dados foram
fitrados de acordo com a qualidade e de-replicados. Em seguida, um modelo
parametrizado de substituicdo de erros das leituras foi aplicado e os erros foram
filtrados, restando apenas as sequéncias inferidas da comunidade. Depois apenas as
sequéncias comuns as leituras forward foram selecionadas para as analises. Por fim,
foram removidas as bimeras e as sequéncias restantes foram classificadas de acordo
com a base Ribosomal Database Project (RDP Classifier version 2.14) (32).

As analises subsequentes foram realizadas com os pacotes “Biostrings” e
“Phyloseq”, apés insercdo dos metadados, com os dados clinicipatoldgicos das
pacientes. As sequéncias que nao foram classificadas pelo menos até Género foram

descartadas. Em seguida, foi calculada a abundancia relativa de cada amostra em
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nivel de Género e Espécie, e a prevaléncia em nivel de Espécie. Aquelas espécies
com prevaléncia menor do que 5% também foram removidas das andlises, por serem
consideradas como possiveis erros de leitura. A clusterizagdo em CSTs foi realizada
empregando o meétodo VALENCIA (33), baseado nas espécies bacterianas
identificadas, bem como suas abundancias relativas. Os graficos foram construidos
com os pacotes “ggplot2” e “ComplexHeatmap”. A abundancia das espécies por
amostra foi computada, e foi calculada a alfa-diversidade de Shannon. Por fim, foram

construidos heatmaps em nivel de espécie com as co-variaveis de interesse.

Anélises estatisticas

Realizamos uma caracterizagdo da populacdo amostral quanto aos dados
clinicopatologicos para a caracterizagdo da microbiota vaginal das mulheres
diagnosticadas com NIC2, NIC3 ou NIC2/3. Foram comparados os dados
clinicopatologicos gerados das analises entre os grupos experimentais G1 e G2. Para
a analise qualitativa das variaveis categoricas do estudo, foram aplicados o teste do
qui-quadrado (x?) ou teste exato de Fisher. Diferencas com p<0,05 foram

consideradas estatisticamente significativas.

2.5 RESULTADOS

Este projeto foi desenvolvendo a partir de um projeto guarda-chuva, realizado
em parceria entre a Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP) e o Hospital do
Cancer de Barretos. Durante o periodo compreendido neste projeto, foram incluidas
59 participantes de pesquisa do Hospital do Cancer de Barretos. Dessas, 37 séo
pacientes que foram submetidas a exérese da lesao intraepitelial cervical de alto grau
HPV detectado (G2) e 22 eram pacientes controle, sem lesdo, HPV n&o detectado
(G1) e pareadas quanto a idade (+5 anos) e tabagismo. Os resultados preliminares
caracterizam a populacao incluida até o momento, quanto a dados sociodemograficos,
ginecologicos, além das analises microscopicas da microbiota apds coloragdo de
Gram. Ademais, a caracterizagado da microbiota vaginal pelo sequenciamento das 59
pacientes esta descrita, juntamente com a analise estatistica realizada. Em geral, ndo
foram encontradas diferengas estatisticas nos dados sociodemograficos entre os 2
grupos (Tabela 1).



Tabela 1. Dados sociodemograficos das participantes do estudo.
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Grupo G1 Grupo G2
Namero de Nimero de P valor*
participantes (%) participantes (%)
Idade Mediana 36 33 0,071
Etnia Pretas 1 3(:‘2% 1 0(,‘;)% 0,535
Pardas 36(,?% 52?4? %
Brancas 50,0% 315 %
Escolaridade** EF Incompleto 0’(8)% 10(;)% 0,1477
EF Completo 0’(8)% 13(’55)%
EM Incompleto 9’(12)% 8,(13)%
EM Completo 40(,%)% 4:(315)%
ES Incompleto 13(%)% 8,(13)%
ES Completo 36(322% 16(56,;1)%
Uso de alcool Sim 5(()13 )% 4?97)% 0,730
Nao 583 Y 54(1?10 b
Uso de tabaco Sim 18(,2)% 2§18)% 0,440
Nao 85?5? b 7:(507 b

* Utilizados testes exatos de Fisher ou chi-quadrado e Mann-Whitney (idade).

** EF: ensino fundamental; EM: ensino médio; ES: ensino superior.

A Tabela 2 evidencia os dados ginecoldgicos das participantes da pesquisa.

Considerando o uso de contraceptivos, mais de 50% das pacientes sem lesao

relataram nao utilizar nenhum método contraceptivo. Aproximadamente 40% das

pacientes do grupo com lesao, por sua vez, relataram o uso de contraceptivo hormonal

(P=0,023).
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Tabela 2. Dados ginecoldgicos das participantes do estudo.

Grupo G1 Grupo G2 P valor*

Gitimos 60 dins . Sm 500 % 855 5 0,697
Nao ot % 1o9%

nos dltimos 60 dias S 156% 54 % 0,369
Nao S(SA? % 94(1?65 b

dtimos 66 dins - Sm 182 % 1oa% 1,000
Nao 818 855 5%

Sintomatologia Presente 4é1g)% 56(522; )% 0,401
Ausente 54(1?52 )% 4:(2355 )%

g::t?aeceptivos Diu (cobre) 13(,?3)% 0,((()) )% 0,023
Hormonais 31(2% 6212‘81‘)%
Laqueadura 4’(51 )% 5,(52)%
Nenhurn 0.7 % 20.7%

* Utilizados testes exatos de Fisher ou chi-quadrado.

Considerando que a positividade para HPV foi um critério de exclusao no G1,
apenas as pacientes de G2 do presente projeto apresentaram HPV detectado. A
Tabela 3 representa o resultado das biopsias apds a exérese e a quantidade de

pacientes de acordo com o gendtipo para HPV.

Tabela 3. Resultados de biépsia confirmatéria e gendétipo do HPV para o grupo G2.

Numero (%)

Bi6psia NIC2 5 (13,5)
NIC3 32 (86,5)
Genétipo do HPV HPV 16 17 (45,9)

HPV 18 1(2,7)
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HPV 31 5(13,5)
HPV 51 1(2,7)
HPV 52 6 (16,2)
HPV 33+58 7 (18,9)
HPV 35+39+68 4 (10,8)
HPV 56+59+66 3 (8,11)

A Tabela 4 evidencia a analise microscépica apos coloragdo por Gram, onde
os resultados também foram agrupados baseados na dominancia do Lactobacillus

spp. na microbiota vaginal e o resultado do pH vaginal no momento da coleta.

Tabela 4. Resultados do Gram associados a dominancia de Lactobacillus spp. e ao pH vaginal

Grupo G1 Grupo G2 P valor*
. (7) (14)
Gram Flora | 31.8% 37.8% 0,373
(3) (3)
Flora Il 13.6% 8.1%
4) (2)
ve 18.2% 5,4%
(8) (18)
VB 36,4% 48.6%
Dominancia por . (11) (16)
Lactobacillus Dominada 50,0% 43.2% 0,599
L (3) (3)
Intermediaria 13,6% 8.2%
(8) (18)
Depletada 36.4% 48.6%
(8) (19)
PH > 4.5 36,4% 51,4% 0,264
<45 (14) (18)
- 63,6% 48,6%

* Utilizados testes exatos de Fisher ou chi-quadrado; **VC=Vaginose citolitica, VB=Vaginose

bacteriana.

No total, apds atribuicdo taxondmica durante a analise do sequenciamento,
foram encontradas 815 sequéncias diferentes, correspondendo a 200 taxons distintos.
Destes, 174 taxons foram classificados pelo menos até o nivel de Género. A
abundancia relativa de cada amostra em nivel de Género e Espécie foi calculada. Em

seguida, as pacientes foram classificadas em Community State Types (CSTs) de
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acordo com Ravel et al. (2011) (20). A Tabela 5 reporta as CSTs encontradas nas 59

pacientes sequenciadas.

Tabela 5. Community State Types (CSTs) das 59 pacientes sequenciadas.

CSTI CSTII CSTINl CSTIV CSTV P valor*

GrupoG1  6(27,3%)  1(45%)  7(31,8%)  8(36,4%) 0(0,0)
0,950

Grupo G2 10 (27,0%)  2(54%) 14 (37,8%) 11(29,7%) 0(0,0)

* Utilizados testes exatos de Fisher ou chi-quadrado.

A Figura 1 representa taxons considerados mais relevantes, com prevaléncia

minima de 5% e abundancia relativa minima de 5% em pelo menos 1 paciente.

FL—ﬁrﬁi_‘a—l ‘FJV‘FH ML= ‘ _ 44::E%gf;j::ﬁﬁ::;%izigggfizigij:ggzziﬁDT_T ﬁW ﬁﬁJADW Relative  Group

I [ [ LT FT T T T T EFET ET T T T T T T T T T ]Group abundance
T N I [ [ 11 [T [ . GRAM 100 61
| p Ii G2
50 GRAM
Intermediate flora
0 Lactobacillus-depleted
Lactobacillus-enriched
pH
4.5 or less
M More than 4.5

Symptomatology

[ Absent
Present

CsT
o
=

i
%

Figura 1: Abundancia relativa dos taxons, considerados mais relevantes, nas 59 pacientes

sequenciadas até o momento, e associagdo com dados clinicopatoldgicos.
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Também foi calculada, a alfa diversidade de Shannon, que foi semelhante entre

os 2 grupos de mulheres (Figura 2).

Shannon diversity

G1 G2

Figura 2 — Alfa diversidade de Shannon das pacientes sequenciadas no trabalho.

2.6 DISCUSSAO

Diversos estudos tém demonstrado que a microbiota vaginal desempenha
papel significativo na oncogénese viral do CCU. Uma microbiota com reducao de
Lactobacillus spp. esta associada ao aumento da taxa de infeccdo por HPV, maior
persisténcia viral, diminuicdo do clearance e ao desenvolvimento de neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC) (6,10-16,34-36). A luz destes fatos, o presente projeto
buscou caracterizar a microbiota vaginal das pacientes com lesées NIC 2 ou 3 e
comparar com pacientes sem lesdo, HPV n&o detectado, para analisar uma possivel
associacao entre a disbiose e a presenca de lesdes pré-neoplasicas.

A maioria das participantes da nossa coorte era sexualmente ativa e relatou
nao utilizar preservativos de forma regular, dados que sao alarmantes em relacéo ao
aumento da susceptibilidade a infecgao pelo HPV. A evidéncia cientifica sobre a
relagdo entre o uso de contraceptivos hormonais e o risco de infecgéo pelo HPV ou

progressao para lesdes cervicais ainda é inconclusiva (37-39). Alguns estudos relatam
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associagao entre o uso prolongado desses métodos e maior prevaléncia ou
persisténcia de diversas endocervicites. No entanto, Akter e colaboradores (2022) (40)
realizaram uma revisao sistematica de 37 estudos e ndo encontraram uma associagao
consistente entre a relacdo diferenciando para cada tipo de infeccdo das
endocervicites e o uso de contraceptivos hormonais. Em contrapartida, o uso de
meétodos contraceptivos de barreira, especialmente o preservativo, mostrou-se capaz
de reduzir parcialmente o risco de aquisicdo e a duracdo da infecgdo em estudos de
coorte. Embora os resultados de meta-analises sejam heterogéneos, observa-se que
0 uso consistente de preservativos esta mais claramente associado a reducéo de
lesdes e verrugas do que a simples deteccdo do DNA viral, além de favorecer a
regressao das infecgdes ja estabelecidas (37,41).

Em relagcé&o a contracepgédo hormonal, encontramos uma diferenga estatistica
nos métodos entre os 2 grupos experimentais (p = 0,023). Aproximadamente 64,8%
das pacientes com leséo utilizavam contraceptivos hormonais, contra 31,2% das
pacientes das mulheres sem lesdo. Arelagao entre o uso de contraceptivos hormonais
e o risco de infecgdo pelo HPV ou progressdo para lesdes cervicais apresenta
resultados heterogéneos na literatura (42-45). Alguns estudos indicam que o uso
prolongado, especialmente por varios anos, pode estar associado a maior risco de
lesdes intraepiteliais e cancer cervical. No entanto, revisbes mais recentes como a de
Anastasiou e colaboradores (2022) (46) sugerem que, devido a fatores
comportamentais, essa associagao torna-se inconsistente, indicando que o efeito
direto dos contraceptivos hormonais sobre a carcinogénese pode ser limitado.

Ademais, a elevada frequéncia de VB observada evidencia um estado de
disbiose predominante na populacdo estudada. A presenca constante de anaerébios
em mulheres com diagnéstico de NIC tem sido consistentemente descrita na literatura,
reforcando que, embora a infecgao persistente por HPV de alto risco seja necessaria
para o desenvolvimento do CCU, nao é suficiente isoladamente, sendo a microbiota
vaginal um possivel modulador essencial da resposta imune local (47). Um estudo por
Guo e colaboradores (2012) investigou os efeitos da VB sobre os desfechos da
infecgao pelo HPV. Das 707 mulheres que apresentaram HPV detectado, 298 (42,1%)
apresentaram clearance viral, enquanto as 409 restantes mantiveram infeccao
persistente. Os grupos com infecgao persistente e com clearance apresentaram taxas
semelhantes de VB no inicio do estudo. Porém ao final, a prevaléncia de VB foi de

11,2% no grupo com infecgao persistente, em contraste com 5,0% no grupo que
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apresentou clearance, diferengca estatisticamente significativa. Observou-se uma
menor taxa de eliminagdo do HPV em mulheres com VB ativa, em comparagéao
aquelas sem VB. Além disso, a histéria natural da infecgdo pelo HPV nao foi
influenciada pela carga viral nem pela presenga de VB no inicio do estudo (48). Em
conjunto com os achados, os dados supracitados sugerem que a vaginose bacteriana,
mesmo que nao esteja associada com a infecgao do HPV por si, pode favorecer a
persisténcia desta infeccdo. No entanto, para confirmacgao destes dados postulados,
sdo necessarios estudos mais aprofundados com a vigilancia ativa do estado da
eubiose das mulheres infectadas por HPV, bem como o tratamento das disbioses,
mesmo naquelas assintomaticas.

Liu e colaboradores (2019), relataram maior clearance viral em microbiotas
dominadas por L. crispatus (CST |) em comparac¢ao a CST Ill, dominada por L. iners,
frequentemente associada a transicdo para estados disbioticos. A classificagdo da
microbiota vaginal em CSTs permite compreender relacées como o CST | e o CST |I,
tém sido associados a efeito protetor contra a infeccdo e a maior clearance do HPV
em lesdes de baixo grau. Em contrapartida, o CST |V esta fortemente associado a
persisténcia viral, a infeccdo por HPV de alto risco e ao desenvolvimento de lesbes de
alto grau e cancer invasivo (49). Musa et al. (2023) reforcam essa associacao,
demonstrando que mulheres com microbiota classificada como CST Ill ou CST IV
apresentaram maior risco de HSIL e cancer invasivo, especialmente na presencga de
coinfecgao por HIV, fator que potencializa a progresséo da doencga (22). Estudos como
os de Al Kassa et al. (2014) e Fraszczak et al. (2022) sugerem que a capacidade
protetora dos Lactobacillus spp. pode estar relacionada a conformagao do carbono
quiral no acido lactico produzido por essas espécies. L. crispatus (CST I) produz tanto
L- quanto D-acido lactico, sendo o isdbmero D- mais eficaz na inibigao viral, enquanto
L. iners (CST IIl) produz exclusivamente o isbmero L-, associado a menor protecao e
maior suscetibilidade a persisténcia do HPV (18,19).

Achados de Audirac et al. (2016) mostraram que a composig¢ao microbiana varia
conforme a progressao das lesdes cervicais, com transicdo de comunidades CST |,
tipicas de mulheres HPV nao detectadas, para CST IV em casos de NIC 2/3 e
predominancia de Sneathia spp. € Fusobacterium spp., incluindo F. necrophorum em
amostras de cancer cervical (17). Esses resultados corroboram os achados de
taniewski et al. (2018), que relataram associagao entre infecgao persistente por HPV,

presenca de lesdes cervicais e perfis de disbiose caracterizados por maior abundancia
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de Gardnerella vaginalis, Fannyhessea vaginae, Sneathia spp. e outras bactérias
anaerobias, além de aumento da diversidade microbiana (50). Este estudo néao
encontrou significancia estatistica na diferenciagéo entre os perfis CSTs (p = 0,950),
porém mostrou em nossa coorte que em ambos 0s grupos as participantes de
pesquisa se encontravam na maioria no perfil CST IV ou CST Ill que sao associados
a uma disbiose bacteriana e uma maior susceptibilidade a disbiose respectivamente
(561-53). No entanto, o perfil CST feito nessa coorte categorizou as amostras em 5
grupos diferentes, sendo que 4 deles sdo ricos em Lactobacillus. Estudos mais
aprofundados sdo necessarios a partir deste, em que taxons bacterianos especificos
(além da presenca/auséncia de Lactobacillus) devem ser comparados entre os
diferentes grupos de pacientes.

Entre limitacbes do presente estudo, destaca-se a diminuigdo no numero final
de participantes incluidas como previsto no inicio do projeto, decorrente do tempo
disponivel para a execugao do projeto e das dificuldades inerentes ao recrutamento
de participantes que atendessem integralmente aos critérios de elegibilidade
estabelecidos. Além disso, por se tratar de exames inseridos na rotina assistencial do
hospital para liberacdo das participantes para o sequenciamento, foi necessario
aguardar a liberagdo de resultados laboratoriais especificos para a adequada
alocacédo das participantes nos respectivos grupos, o que impactou diretamente a
inclusdo amostral ao longo do periodo de coleta. Ainda assim, os dados obtidos
permitem analises relevantes e contribuem para a compreensao da relagcdo entre
microbiota vaginal e o desenvolvimento das lesbes cervicais de alto grau, reforgcando
a necessidade de estudos futuros com maior tempo de acompanhamento e ampliagcao

da amostra.

2.7 CONCLUSAO

Embora o presente projeto nao tenha identificado diferengas estatisticamente
significativas, os achados da literatura sugerem que a diversidade bacteriana pode
estar associada a complicacao da infeccao pelo HPV. Os resultados parciais reforcam
a importancia de investigacbes adicionais, principalmente em nivel de género e/ou
especie, que poderao esclarecer com maior precisdo a relagdo entre microbiota

vaginal e o desenvolvimento das lesdes pré-neoplasicas cervicais.
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O cancer cervical tem como principal causa a infecgéo persistente por HPV de alto risco. No entanto, os
mecanismos associados ao clearance ou persisténcia da infecgdo por HPV continuam pouco entendidos e
parecem ser multifatoriais, sendo que eventuais fatores protetores da microbiota lactobacilar estejam
associados.

HIPOTESE

Considerando esta tematica de extrema relevancia e com os desenhos de estudos anteriores muitas vezes
com amostras ndo homogéneas e de nimero amostral baixo, existem lacunas na literatura para a realizagcao
de estudos que possam, de fato, contribuir para o entendimento do papel das disbioses no clearance do
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