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PREFÁCIO


Muitas transformações ocorreram desde a publicação da primeira edição deste livro em 2007. Em razão do desenvolvimento contínuo de protocolos cada vez mais sensíveis e fundamentados em amplificação de genes, houve avanços importantes na caracterização da microbiota endógena que povoa o trato genital inferior em mulheres de todas as idades. Alterações nesta microbiota, em mulheres com várias doenças vulvovaginais, também foram descritas mais claramente. Concomitantemente, houve um grande aumento na nossa compreensão geral e apreciação dos diferentes componentes dos sistemas imunes inato e adaptativo e suas interações. Isto teve como paralelo uma avaliação mais sofisticada dos mecanismos imunes que estão em atividade no trato genital feminino sadio e das alterações específicas que aumentam a suscetibilidade e as consequências de várias doenças infecciosas e não infecciosas. De um modo mais importante, houve uma apreciação aumentada das interações entre a hospedeira e o micróbio no trato genital, tendo sido enfatizada a importância destas inter-relações na promoção de saúde ou doença.

Preocupamo-nos porque muitos destes avanços científicos recentes não se difundiram entre os ginecologistas clínicos, médicos de atenção primária e dermatologistas com clínicas atarefadíssimas, ou entre os residentes e colegas destas disciplinas. A compreensão e a apreciação incompletas dos novos conhecimentos no campo das doenças vulvovaginais, infelizmente, negarão às suas pacientes uma assistência adequada. Um grande impulso para escrever uma segunda edição deste livro foi tentar alcançar os clínicos atarefados, residentes ou colegas pela explicação dos avanços nas doenças individuais de maneira que seja relevante para sua clínica.

Nesta edição, procuramos apresentar uma fundamentação científica para o tratamento de pacientes com sintomatologia vulvovaginal. Parafraseando o conselho de Euclides a Ptolomeu I, não existe uma estrada real para o tratamento das pacientes com estes problemas. Cada paciente tem um problema individual que frequentemente exigirá um investimento de tempo e atenção para obter um diagnóstico corretamente e fornecer tratamentos adequado e apropriado. Nosso objetivo neste livro é fornecer sugestões para diagnóstico e tratamento precisos que evitarão tratamentos ineficientes e desconforto e estresse para estas mulheres.

Este texto oferece uma abordagem abrangente ao assunto. Os médicos são biólogos e usam classificações para obter ordem nos seus contatos com pacientes. A Figura P. 1, de uma extensão de floresta inculta, serve como exemplo da ausência de ordem na apresentação de pacientes com sintomatologia vulvovaginal. É um quadro indefinido, sem nenhuma clareza. Nos livros médicos, esta imagem vaga da desordem da natureza se transforma no padrão de um campo plantado geometricamente, no qual cada fileira de mudas e árvores representa uma entidade clínica definida, como vaginose bacteriana, vaginite por Candida e vaginite por Trichomonas (Figura P. 2), cada uma com sintomas descritos, achados diagnósticos e tratamento. Muito frequentemente, o médico, constrangido pelo tempo, atribui arbitrariamente à paciente uma destas três entidades, sem testagem apropriada. Quando a paciente diagnosticada erradamente não responde, ela é designada novamente para outra destas três categorias. Além destas classificações erradas, estas três categorias diagnósticas não se responsabilizam por todas as pacientes com vulvovaginite. Este texto expandirá a lista de possibilidades diagnósticas e fornecerá técnicas para realizar um diagnóstico e opções de tratamento corretos. Finalmente, nós retiramos a ênfase dos sinais e sintomas clássicos de várias entidades de doença vulvovaginal. Estas apresentações clássicas não se aplicam à maioria das pacientes com problemas vulvovaginais e tiram a atenção do crescente número de mulheres assintomáticas que têm uma infecção sexualmente transmitida. Em cada um dos capítulos sobre entidades de doença vulvovaginal, são apresentadas opções de tratamento detalhadas. Detalhes de terapia são oferecidos, com ênfase particular nas nuances que podem ser aplicadas em mulheres que não respondem à medicação original prescrita, ou que respondem e a seguir tornam-se novamente sintomáticas depois que o tratamento terminou.

Tenha em mente as potenciais limitações de nossas percepções. Vulvovaginite crônica tem sido um filho adotivo da pesquisa médica em todo o mundo. Em muitos casos, a fisiopatologia da doença e a terapia adequada não estão ainda estabelecidas. Cada pesquisa clínica possui uma população distinta de pacientes e tende a fazer observações independentes e a estabelecer práticas exclusi vas. As opiniões e práticas neste texto não referenciadas a um autor específico ou a outras publicações simplesmente refletem a experiência em pesquisa clínica de mais de três décadas dos autores. Agora, convidamos você a continuar a leitura.
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FIGURA P. 1 Uma floresta inculta. A desordem da natureza reflete os sinais e sintomas aleatórios na variada população de mulheres com vulvovaginite.
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FIGURA P. 2 A ordem de plantação cultivada. Cada fileira de plantas semelhantes reflete as classificações do livro de doenças vulvovaginais, em que a primeira fileira representa vaginose bacteriana; a segunda, vulvovaginite por Candida; e a terceira, vulvovaginite por Trichomonas.




Infecções Vulvovaginais
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Capitulo 1


MICROBIOLOGIA DA VAGINA


Nos últimos anos, nossos conhecimentos sobre a microbiologia da vagina têm passado por profundas alterações. Por causa do concomitante desenvolvimento das técnicas independentes de cultura, o gene bacteriano codificador do RNA 16S ribossômico e a análise computadorizada das regiões hipervariáveis dentro deste gene permitiram a caracterização de uma importante e mais acurada imagem do microbioma vaginal. Novos estudos detalhando a composição do microbioma vaginal em ciclos menstruais consecutivos, em resposta a alterações ambientais e em diferentes estilos de vida, agora aparecem, frequentemente, na literatura médica. Esta abundante quantidade de novos dados capacita-nos a redefinir o que constitui um meio bacteriano vaginal normal, isto é, não patogênico avaliar com maior precisão obter o diagnóstico e tratar individualmente a mulher. Entretanto, nosso conhecimento dos mecanismos responsáveis pelas características do microbioma vaginal em mulheres, individualmente, nos diferentes estágios da vida, e em diversos ambientes, e os desencadeantes que induzem alterações patológicas na composição bacteriana neste sítio ainda permanecem fragmentários. Neste capítulo sumarizaremos o estado dos conhecimentos atuais sobre a composição do microbioma bacteriano no trato genital inferior sob diferentes condições e tentaremos analisar o significado biológico de tais observações. Análises posteriores e interpretações do microbioma vaginal em mulheres com definidas condições patológicas, como candidíase vulvovaginal, vaginose bacteriana e tricomoníase serão abordadas nos subsequentes capítulos destes tópicos.

MICROBIOMA HUMANO

Grandes estudos multicêntricos, multinacionais, financiados pelo governo, começaram, pela primeira vez, a definir claramente os relacionamentos íntimos e mandatórios entre os microrganismos que colonizam os diferentes sítios do corpo e a fisiologia humana. Estima-se que existam em nosso corpo 10 vezes mais células bacterianas do que células humanas, e, pelo menos, 100 vezes mais genes bacterianos do que humanos.1 Nossa dependência de genes bacterianos para a realização das funções biológicas para nossa saúde tem sido claramente elucidada. Os papéis essenciais nutricionais, imunológicos e protetores das populações bacterianas no intestino humano estão agora bem estabelecidos. Por exemplo, transplantes fecais, em que bactérias intestinais de indivíduos saudáveis são transferidas para pessoas com problemas intestinais, têm resultado na reversão dos sintomas patológicos com sucesso.2 Também tem havido numerosas tentativas de alterar a composição bacteriana da vagina humana pela administração de bactérias "saudáveis", tanto por via oral como pela inserção direta na vagina, ou alterando o pH vaginal com preparações acídicas exógenas. Até o momento os resultados têm sido contraditórios ou fragmentários, em razão, ao menos em parte, do conhecimento incompleto sobre o que constitui a microbiota vaginal normal. Antes de podermos utilizar bactérias exógenas, tanto cepas naturais ou microrganismos geneticamente modificados em laboratórios, ou outros produtos para corrigir supostas deficiências e promover saúde vaginal, precisamos, inicialmente, entender com maior profundidade a composição e funções das bactérias endógenas, fatores que contribuem para a variabilidade do microbioma vaginal em mulheres, individualmente. A influência de fatores genéticos, imunes e ambientais nas interações bactéria-hospedeiro também deve ser levada em consideração.

DO NASCIMENTO À PUBERDADE

O dogma prevalente é que o trato genital superior feminino é estéril, e que o bebê recém-nascido primeiro se torna colonizado com bactérias após a ruptura das membranas materno-fetais e/ou durante a passagem através da vagina. Esta é, provavelmente, uma visão simplista e inacurada, ao menos para muitas gestações. Mulheres não grávidas podem ser positivas para bactérias em seu endométrio,3 e bactérias têm sido recuperadas de quase 25% de placentas de mulheres que deram à luz por cesárea na ausência de trabalho de parto.4Bactérias, como vírus, têm sido consistentemente identificadas no fluido amniótico durante o segundo trimestre (revisto na referência5). Em qualquer evento, o bebê certamente se torna infectado com as bactérias da vagina da mãe durante o parto, e a vagina de me nina tem composição bacteriana similar à de sua mãe. Em bebês nascidos por meio de cesárea de mulheres que não estavam em trabalho de parto, a microbiota vaginal do bebê é mais semelhante às bactérias da pele da mãe.6 Em ambos os casos, entretanto, sob a influência dos estrogênios maternos, bactérias produtoras de ácido láctico, como espécies de Lactobacillus, colonizam a vagina a partir do trato gastrointestinal e tornam-se predominantes. Os estrogênios produzem depósito de glicogênio nas células epiteliais vaginais. Este é degradado pela enzima do hospedeiro alfa-amilase, e o produto é eficientemente utilizado pelos Lactobacilli para glicólise anaeróbia. O produto final, ácido láctico, torna a vagina ácida e retarda ou evita a proliferação de outras bactérias. Quando o estrogênio materno não está mais presente, o pH vaginal eleva-se para a neutralidade, a vagina do bebê de sexo feminino perde sua população de Lactobacilli e, contrariamente, torna-se dominada por bactérias entéricas e da pele, assim como por Candida albicans e Mycoplasmas.7 Na puberdade, sob a influência dos crescentes níveis estrogênicos e consequente depósito de glicogênio nas células epiteliais, a composição bacteriana da vagina volta a ser dominada por bactérias produtoras de ácido láctico.


MULHERES EM IDADE REPRODUTIVA


Tem-se tornado cada vez mais evidente que a população bacteriana vaginal em mulheres saudáveis na idade reprodutiva pode ser bastante diversa e também mutável dentro de um ciclo menstrual ou entre diferentes ciclos.8,9 Tais fatos fazem com que a definição do que constitui uma microbiota vaginal normal seja relativamente difícil de identificar e, claramente, ressalta a inacurácia de estabelecer um diagnóstico, baseando-se na análise de uma única amostra vaginal. A discussão seguinte enfatiza os principais achados obtidos de amostras de mulheres nos Estados Unidos e Europa Ocidental. Variações na predominância de espécies de Lactobacillus, assim como a detecção de um único gênero bacteriano com diferentes frequências, podem ser esperadas na análise comparativa das amostras de mulheres em outras partes do mundo e dependendo do status econômico e das normas culturais.10 A diversidade de microrganimos mais comumente presentes na vagina de mulheres saudáveis na idade reprodutiva está detalhada na Tabela 1.1.

Aproximadamente 80% das mulheres saudáveis em idade reprodutiva parecem ser predominantemente colonizadas na vagina por uma ou uma combinação de quatro espécies de Lactobacillus: L. crispatus, L. iners, L. gasseri e L. jensenii. Outras espécies de Lactobacillus também são ocasionalmente detectadas, mas raramente predominantes. Em aproximadamente 20% das mulheres saudáveis, os Lactobacilli tanto estão presentes em pequeno número ou são indetectáveis, e o gênero bacteriano predominante pode ser único ou uma combinação de bactérias facultativas e anaeróbias: Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Streptococcus, Prevotella, Sneathia, Mobiluncus e outros biotipos. A proporção de mulheres em que uma espécie de Lactobacilli ou outros gêneros bacterianos é dominante variará com a população específica que está sendo avaliada. É importante enfatizar que outras bactérias, como Atopobium, Megasphaera e Leptotrichia também são produtoras de ácido láctico, e, portanto, um pH vaginal ácido pode ser mantido em ausência de Lactobacilli. A ausência de uma microbiota vaginal dominada por Lactobacilli é mais comum em mulheres hispânicas e afro-americanas do que em mulheres de origem asiática ou europeia. Em consequência, o pH do meio vaginal de mulheres hispânicas ou afro-americanas saudáveis é elevado, comparativamente ao de mulheres caucasianas ou de origem asiática.11

Estudos avaliando a microbiota vaginal durante diferentes estágios do ciclo menstrual também apresentaram resultados bastante variáveis. Em algumas mulheres a microbiota vaginal foi estável durante o ciclo e mesmo durante a menstruação, enquanto em outras mulheres amplas variações foram observadas em diferentes períodos de tempo. É importante enfatizar que, independentemente de terem ou não sido observadas variações, todas as mulheres permaneceram saudáveis. Assim, a aparente estabilidade ou instabilidade da população bacteriana não é preditiva de saúde vaginal. As alterações mais frequentes na composição da microbiota vaginal na maioria das mulheres foram observadas durante a menstruação e após o intercurso sexual. Tais alterações foram temporárias. Deve-se notar que o microbioma do ejaculado humano foi caracterizado em estudo recente, existem mais bactérias do que espermatozoides em uma amostra de sêmen. Tem sido sugerido que os microbiomas vaginal e seminal de parceiros sexuais possam ser semelhantes.12 Os fatores que influenciam a composição do microbioma vaginal estão representados na Tabela 1.2.

Tablea 1.1 Microrganismos mais frequentemente detectados na vagina de mulheres saudáveis em idade reprodutiva




	Microrganismos
	Espécies





	Lactobacilli
	L. crispatus, L. iners, L. gasseri, L. jensenii



	Cocci
	Staphylococcus aureus, Streptococci, Peptococci, Peptostreptococci dos grupos B e D



	Bacilli
	Gardnerella vaginalis, Escherichia coli, Bacteroides spp., Prevotella spp., Difteroides, Peropionibacteria, Clostridia spp., Fusobactéria



	Micoplasmas
	Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum



	Fungos
	Candida albicans



	Viroses
	Papilomavírus humano





Table 1.2 Fatores que influenciam a composição da microbiota vaginal




	Fator
	Efeito





	Estrogênio
	Promove dominância de Lactobilli



	Atividades sexuais
	Sêmen, saliva e objetos estranhos na vagina alteram o pH e as funções imunes e introduzem microrganismos externos



	Medicamentos
	Alteram microbiota vaginal, imunidade local e pH vaginal



	Menstruação
	Eleva pH vaginal e altera ecologia vaginal



	Contracepção
	Contraceptivos orais alteram níveis estrogênicos, diafragmas e condons associam-se a aumento nos níveis de enterobactérias, dispositivo intrauterino aumenta Bacteroides e Streptococci do grupo B



	Produtos vaginais
	Duchas, desodorantes, absorventes e tampões podem alterar o ecossistema vaginal



	Estado imune
	Alergia ou tolerância a micróbios específicos alteram a magnitude e direção da imunidade natural local e da imunidade adquirida



	Genética
	Variações individuais na produção de fatores ativadores ou inibidores da imunidade influenciam a capacidade do hospedeiro tolerar bactérias comensais e prevenir a proliferação de bactérias patogênicas





GESTAÇÃO

Apenas poucos estudos até o momento avaliaram alterações na microbiota vaginal durante a gestação,13 -16 e, por isso, os dados devem ser analisados com cautela, podendo ser modificados com novos estudos. Provavelmente em razão do aumento no estrogênio e, portanto, no depósito de glicogênio, parece que durante a gestação a microbiota vaginal dominada por Lactobacilli é mais frequente, enquanto que a não Lactobacilli é detectada com menor frequência. Além das espécies de Lactobacilli que predominam em mulheres não grávidas, um estudo com mulheres grávidas demonstrou que L. johnsonii também se torna predominante. Durante os estágios gestacionais finais, o microbioma começa a reverter para as características presentes antes da concepção.

O parto prematuro permanece um grande problema em obstetrícia, e ainfecção ascendente do trato genital inferior ao superior é a principal causa desse evento. Dois estudos investigaram se o parto prematuro poderia ser predito pela análise do microbioma durante a gestação.14,16 Outra investigação avaliou o microbioma vaginal em mulheres submetidas à reprodução assistida (fertilização in vitro e transferência de embrião) para determinar se isto seria preditivo do resultado.17 Um grupo observou que, tanto em mulheres que conceberam naturalmente como através de fertilização in vitro, houve uma grande diversidade de espécies no microbioma de mulheres que não tiveram parto a termo do que em mulheres que tiveram parto a termo.14,17 Os autores concluíram que a presença de bactérias na vagina que não podem ser detectadas por técnica de cultura pode contribuir de maneira importante para o parto prematuro. Entretanto, um segundo estudo com uma população maior de mulheres concluiu que a diversidade e a abundância da microbiota vaginal não foram diferentes entre mulheres que tiveram parto pré-termo depois de trabalho de parto prematuro com aquelas que tiveram parto a termo.16 Certamente são necessárias novas investigações para verificar tais observações discordantes. Um fator complicante é que uma espécie bacteriana pode ser patogênica em uma mulher, e comensal em uma segunda mulher. Sua relativa concentração, relações com outras bactérias presentes no mesmo microbioma, fatores genéticos e imunes do hospedeiro e fatores ambientais influenciarão a probabilidade de patogenicidade.

MICROBIOMA VULVAR

Existem apenas raros estudos publicados que avaliaram o microbioma em diferentes regiões da vulva – grandes lábios,18 pequenos lábios19 e vestíbulo vaginal.20 Em cada caso, a microbiota nessas localizações extravaginais reflete fortemente a composição presente na corresponde vagina. Parece que as bactérias presentes nas secreções provenientes da vagina são as colonizadoras predominantes nestes sítios externos. Dessa forma, teoricamente, pode ser possível determinar a população bacteriana predominante na vagina pela análise não invasiva destes sítios vaginais.

PÓS-MENOPAUSA

Existe uma diminuição na produção de estrogênios durante a menopausa, com o concomitante afinamento do epitélio vaginal e perda do glicogênio. Portanto, não é surpresa que a concentração de bactérias produtoras de ácido láctico diminua na vagina de muitas mulheres na pósme-nopausa. Isto é acompanhado por um aumento na colonização de cocos Gram-positivos, Prevotella e coliformes e elevação do pH vaginal.21 O uso de terapia de reposição hormonal pode reverter essa alteração e levar à restituição da microbiota vaginal dominada por Lactobacilli. As consequências da alteração nas populações bacterianas e seus produtos na vagina de mulheres após a menopausa ainda permanecem pouco estudados.

CARACTERÍSTICAS ÚNICAS DO MICROBIOMA VAGINAL HUMANO

O presente capítulo estaria incompleto se não mencionasse que o microbioma vaginal em mulheres é único e diferente de qualquer outra espécie, incluindo nossos parentes primatas.22 O pH vaginal de animais mais utilizados em experimentos de laboratório – camundongos, ratos e coelhos – é próximo ao neutro, e o microbioma não é dominado por Lactobacilli. De maneira semelhante, as concentrações de glicogênio e de ácido láctico vaginais, assim como as espécies de Lactobacilli, estão bastante reduzidas em primatas não humanos, quando comparados às mulheres.23 Isto, necessariamente, leva ao questionamento da relevância da utilização de modelos não humanos para o estudo das infecções genitais do trato genital feminino, assim como para distúrbios não infecciosos. Leva também à outra fascinante questão especulativa: porque teria o microbioma vaginal desenvolvido sua composição única durante o curso da evolução e como estas alterações provêm proteção ideal para a mulher contra infecção e outras lesões durante os estados não gestacional e gestacional? Um estudo recente, realizado por Stumpf et al., sugeriu possíveis explicações.23 As características únicas do microbioma feminino humano podem ser decorrentes da frequência aumentada do ciclo estral comparado aos primatas não humanos, o fato de que apenas a fêmea humana é sexualmente receptiva em todos os estágios do ciclo menstrual e/ou que o ciclo gestacional na mulher é mais longo do que em outros primatas. Em cada um desses cenários, a vagina humana pode necessitar de mecanismos de proteção únicos e aumentados contra infecções, se comparados a outros mamíferos.

ÁCIDO LÁCTICO

Qualquer que seja a explicação final para a dominância evolucionária das bactérias produtoras de acido láctico na vagina humana, a maioria espécies de Lactobacilli, está claro que essa alteração coincide com a saúde vaginal.24 Estudos recentes têm identificado múltiplos mecanismos pelos quais o ácido láctico, especificamente, promove saúde. O ácido láctico, em um ambiente acídico, e não outros componentes acídicos relacionados, inibe o crescimento de uma multitude de bactérias associadas à vaginose bacteriana e também é tóxico para o vírus da imunodeficiência humana.25 Então, o ácido láctico tem papel único, promovendo a dominância de micróbios com um baixo potencial patogênico. O ácido láctico também tem sido cada vez mais reconhecido como um ativo participante nas defesas imunes. Já foi demonstrado que, em presença de um análogo sintético da cadeia dupla de DNA viral, o ácido láctico potencializou a proteção de citocinas pró-inflamatórias protetoras pelas células epiteliais vaginais.26 Outros estudos não envolvendo o meio vaginal têm demonstrado que o ácido láctico promove a indução de resposta imune caracterizada pela ativação da subclasse de linfócitos auxiliares Th17,27 promove a ativação de células dendríticas para, ativamente, apresentarem antígenos estranhos aos linfócitos,28 e induz a liberação de interferon gama, o principal ativador das células fagocíticas.29 

As bactérias produtoras de ácido láctico são únicas na produção de ambos os isômeros, D-ácido láctico e L-ácido láctico. Contrariamente, as células dos mamíferos produzem, quase que exclusivamente, o isômero L-ácido láctico.24 A produção única do isômero D-ácido láctico por algumas cepas de Lactobacilli pode aumentar a proteção contra a invasão microbiana para o trato genital superior.30 A enzima Matrix metaloproteinase (MMP)-8 tem a propriedade de alterar a integridade da cérvice. O indutor da MMP-8, extracellular matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN), é produzido pelas células epiteliais vaginais, e sua concentração nas secreções vaginais depende dos níveis relativos dos isômeros D e L do ácido láctico. A produção de níveis elevados do isômero D limita a concentração de EMPRIN e, consequentemente, a de MMP-8, e minimiza as alterações cervicais produzidas pela MMP-8 que podem promover a migração bacteriana para o trato genital superior. De maneira interessante, L. iners difere do L. crispatus, L. gasseri, e L. jensenii por sua inabilidade de produzir D-ácido láctico. A cepa de L. iners que foi avaliada mostrou não possuir o gene que codifica para a enzima D-lactato desidrogenase, a qual converte o piruvato, precursor do ácido láctico, em D-ácido láctico.30 As implicações clínicas dessa observação ainda não foram determinadas. Entretanto, diversos estudos têm indicado que L. iners está, frequentemente, associado à presença de bactérias vaginais atípicas, assim como com a presença de sintomas clínicos.31,32 São necessárias futuras investigações para melhor explorar a relação entre o D-ácido láctico e a saúde vaginal.

RESUMO E CONCLUSÕES

Agora está extremamente claro, com base no desenvolvimento e refinamentos dos métodos não cultiváveis de identificação de bactérias, que não existe um único microbioma vaginal que defina o que é normal. Em vez disso, múltiplos microbiomas são compatíveis com normalidade. Adicionalmente, uma composição bacteriana relativamente constante ou outra que varie durante ou entre os ciclos menstruais estão igualmente associadas à saúde vaginal, isto é, ausência de sinais e sintomas.


Estudos que tenham avaliado a microbiota vaginal apenas em um único momento e correlacionado os achados com vários distúrbios podem, então, ter conclusões errôneas. Denominar como anormal populações vaginais em mulheres assintomáticas, que não são dominadas por Lactobacilli e tratá-las com antibióticos ou outras preparações antimicrobianas, pode não ser útil. Tal conduta pode meramente interferir com o ecossistema vaginal único daquela mulher e aumentar sua suscetibilidade à proliferação de microrganismos que normalmente estão suprimidos. É mandatório que o médico primeiro determine o que é normal para a mulher, individualmente, antes de iniciar um curso de tratamento para alterar seu ambiente microbiano. Futuras análises do microbioma vaginal e a presença de metabólitos microbianos únicos na vagina podem levar ao desenvolvimento de tratamentos que não utilizem antibióticos para a prevenção de infecções relacionadas com o parto prematuro, particularmente nas regiões do mundo menos favorecidas.33 Finalmente, a alteração evolucionária única que ocorreu na vagina humana, isto é, a dominância de bactérias produtoras de ácido láctico e o pH vaginal acídico, implica fortemente um papel específico para o ácido láctico e talvez para a presença de ambos os isômeros D e L do mesmo na manutenção da saúde vaginal ideal em mulheres na idade reprodutiva.
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Capitulo 2


IMUNOLOGIA VAGINAL


A invasão da vagina por uma multidão de microrganismos é, sem dúvida, uma ocorrência diária. Atividades sexuais (masturbação, relações sexuais, sexo oral receptivo), toque não sexual, contaminação do reto e exposições ambientais resultam em deposição de vários microrganismos na região vulvovaginal. Concomitantemente, níveis subinfecciosos de um número de diferentes micróbios colonizam a vagina de mulheres saudáveis. A prevenção do desenvolvimento de sintomas clínicos em resposta a esta constante incursão microbiana e a presença contínua de baixos níveis de microrganismos potencialmente patogênicos são responsabilidades do ecossistema microbiano endógeno normal, da barreira celular epitelial intacta e do sistema imune local do trato genital.

A barreira epitelial consiste em uma camada ceratinizada na superfície da vulva e uma fina camada de muco na vagina. A ceratina previne a adesão microbiana ao epitélio, enquanto que o muco vaginal sequestra microrganismos impedindo que entrem em contato com células vaginais. Além disso, a camada superficial da vagina descama a intervalos regulares, e os microrganismos aderidos a estas células descamadas são liberados no lúmen vaginal.

O sistema imune na vagina tem sido, didaticamente, dividido em dois braços: imunidade inata e imunidade adquirida. O sistema imune inato fornece uma defesa inicial e imediata contra microrganismos. Os elementos desse sistema naturalmente reconhecem, à primeira exposição, moléculas que são expressas por numerosos e diferentes micróbios. Os componentes microbianos que reagem com os componentes do sistema imune inato são comumente referidos como padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs), enquanto que os componentes do hospedeiro que reconhecem esses PAMPs são denominados receptores de reconhecimento de padrões (PRRs).1 Estes podem estar localizados na superfície das células, estar presentes no citoplasma ou ainda ser encontrados no meio extracelular. Exemplos de PRRs e os específicos PAMPs que reconhecem estão ilustrados na Tabela 2.1.

A resposta imune inata envia sinais que alertam as células do sistema imune específico, os linfócitos T e B, para se tornarem ativadas e reconhecerem a presença de antígenos específicos que são únicos para determinado microrganismo. Este processo de reconhecimento antigênico pelos linfócitos requer vários dias e permanece por longo tempo. Uma vez que estejam sensibilizados a determinado antígeno, os linfócitos retêm uma memória imunológica e rapidamente reconhecem os antígenos frente a uma posterior exposição. Esta é a base para a vacinação.

Células dendríticas, também conhecidas como células de Langerhans, são provavelmente o mais importante elo de ligação entre as imunidades inata e adquirida no trato genital feminino. Estas células são potentes apresentadoras de antígenos. A superfície das células dendríticas contém altos níveis de receptores Toll-like (TLRs), e a ligação destes receptores a um PAMP microbiano rapidamente induz a maturação da célula dendrítica. A célula dendrítica madura adquire a capacidade de efetivamente fagocitar patógenos microbianos, degradá-los dentro do citoplasma em pequenos peptídeos antigênicos e transportar esses antígenos à superfície celular. A maturação também envolve a reorganização do esqueleto da célula dendrítica e facilita a migração da mesma aos linfonodos regionais. Nos linfonodos as células dendríticas entram em contato íntimo com os linfócitos T, induzindo-os a reconhecer especificamente os antígenos microbianos que foram processados e estão sendo apresentados pelas células dendríticas.

Macrófagos possuem múltiplos TLRs e, de maneira não específica, reconhecem uma variedade de patógenos microbianos. Também possuem receptores-ligadores de membrana para complemento e imunoglobulinas e opsonizam e destroem microrganismos. A associação de TLRs com seu ligante apropriado resulta na ativação dos genes do macrófago que resultam que codificam citocinas e quemocinas proinflamatórias. Tal liberação leva ao recrutamento de linfócitos T e à indução de imunidade específica ao patógeno. Uma vez dentro do macrófago, os microrganismos ingeridos são degradados, e seus componentes tornam-se disponíveis para a indução de imunidade específica dirigida ao antígeno, de maneira semelhante ao que ocorre nas células dendríticas. Nos linfonodos os linfócitos T tornam-se ativados para liberar a citocina, Interleucina 2 (IL-2) que, por sua vez, induz a replicação dos linfócitos T e B, resultando na formação de abundante número de linfócitos com capacidade de reconhecer e responder a um específico micróbio invasor. As células T ativadas também liberam interferon gama, que estimula os macrófagos a se tornarem mais eficientes, englobando e processando microrganismos. Assim, um repertório de linfócitos T e B é formado (células de memória) que reconhecerão um microrganismo específico se este aparecer futuramente, rapidamente ativando a resposta imune celular e/ou humoral para evitar a proliferação do microrganismo e o aparecimento de doenças.

Tablea 2.1 Receptores de reconhecimento de padrão (PRR) e o padrões moleculares associados a patógenos (PAMP) que eles reconhecem




	PRR
	Localização
	PAMP Reconhecido





	Receptor Toll-like (TLR)



	TLR1, TLR2, TLR6
	Membrana celular
	Triacil lipopeptídeos, peptidoglicano de bactérias Gram-positivas e micoplasmas, zimosan fúngico



	TLR3
	Intracelular
	Cadeia dupla de RNA viral



	TLR4
	Membrana celular
	Lipopolissacarídeo de bactérias Gram-negativas



	TLR5
	Membrana celular
	Flagelos bacterianos



	TLR7
	Intracelular
	Cadeia simples de RNA viral



	TLR8
	Intracelular
	Cadeia simples de RNA viral



	TLR9
	Intracelular
	Sequências de CpG DNA bacteriano e viral não metiladas



	TLR10
	Extracelular
	Desconhecido, induzido por infecção viral, vitamina D



	Receptor NOD-like

	Citoplasma
	Inflamossomas, regulação da imunidade pró-inflamatória



	Receptores RIG-like

	Citoplasma
	Cadeias duplas intermediárias de RNA na replicação de vírus DNA e RNA





NOD, domínio de oligomerização de ligação de nucleotídeo; RIG, gene indutor do ácido retinoico.





Os linfócitos T podem ser divididos em cinco principais subclasses, cada uma com diferentes especificida-des. Existem quatro tipos de linfócitos T conhecidos como células CD4+ (T auxiliares) e um tipo de célula CD8+ (T citotóxica). A especificidade dos diferentes subtipos das células T está representada na Tabela 2.2. As vias de desenvolvimento utilizadas pelos linfócitos T, uma vez que deixem o timo, dependerão do antígeno e das propriedades da célula apresentadora de antígenos que encontrarem. As células T podem somente reconhecer antígenos e tornar-se sensibilizadas aos mesmos quando os antígenos são apresentados na superfície das células apresentadoras de antígenos em associação a um receptor do hospedeiro, denominado complexo maior de histocompatibilidade (MHC). As duas maiores classes de receptores do MHC são conhecidas como classe I e classe II. De maneira geral, antígenos de microrganismos extracelulares que foram englobados são encontrados em conjunção com receptores do MHC classe II e ativam células CD4+; antígenos de bactérias e vírus que normalmente são intracelulares são associados a receptores do MHC classe I e ativam células CD8+. As células CD4+ são denominadas auxiliares porque, através da produção de citocinas, ajudam a ativação dos componentes do sistema inume adaptativo, como as células CD8+ e a alteração celular nos linfócitos B para produzir anticorpos. As células T CD8+ citotóxicas destroem mi crorganismos intracelulares através da produção de citotoxinas e indução de apoptose.
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As células natural killer são capazes de reconhecer e destruir células que estão infectadas por patógenos microbianos. Tal atividade não é aprendida e não é específica para determinado microrganismo, e, portanto, tais células são parte do sistema inato de defesa. As células natural killer encontram-se inibidas de reagirem com células que não estejam infectadas pela expressão de receptores específicos, denominados killer cells immunoglobulin-like receptors (KIR) localizados na sua superfície. O reconhecimento de complexos maiores de histocompatibilidade nas células saudáveis pelos KIR impede a lise celular mediada pela células natural killer. Entretanto, na presença de infecção, ocorre acentuada redução da regulação da expressão de superfície das células MHC classe 1 e, sob tais condições alteradas, as células natural killer não permanecem mais inibidas, ocorrendo então a lise. Citocinas, como o interferon gama, que são capazes de ativar o sistema imune adquirido, também são liberadas pelas células natural killer ativadas.

IMUNIDADE DAS CÉLULAS EPITELIAIS VAGINAIS

Apenas recentemente foi reconhecido que as células epiteliais vaginais são importantes componentes da defesa imune local contra patógenos.2 Essas células constituem a superfície inicial com que os microrganismos exógenos entram em contato ao penetrarem na vagina. Em mulheres saudáveis sem sinais ou sintomas de infecção, os linfócitos, macrófagos e neutrófilos normalmente não estão presentes no lúmen vaginal em concentrações significativas. Portanto, talvez não seja motivo de surpresa que as células epiteliais vaginais, através da evolução, tenham desenvolvido mecanismos para o reconhecimento de invasores microbianos e para o fornecimento de sinais que atraem e ativam as células do sistema imune para combater a fonte de "perigo".

Já foi demonstrado que a superfície das células epiteliais vaginais contém moléculas chamadas receptores Toll-like (TLRs).3 A ligação de um componente microbiano específico ao seu receptor Toll-like induz a ativação de fatores de transcrição que se dirigem do citoplasma para o núcleo e induzem a transcrição de genes que codificam citocinas e quemocinas pró-inflamatórias. A subsequente liberação de tais citocinas desencadeia a ativação das células imunes localizadas sob a lâmina própria, enquanto que as quemocinas induzem sua migração para o lúmen vaginal.


Table 2.3 Componentes do sistema imune inato presentes no líquido vaginal




	Componente
	Atividade





	SLPI
	Bactericida para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas; inibe entrada de HIV nas células e inibe atividade de proteases



	Elafina
	Inibe HIV e herpes genital e inibe atividade de proteases



	HE-4
	Inibe proteases bacterianas



	Defensinas
	Lisa membranas celulares bacterianas



	MBL
	Liga-se a resíduos de carboidrato nos vírus, bactérias e fungos, resultando em morte celular por opsonização ou lise mediada por complemento



	NGAL
	Liga-se a sideróforos bacterianos privando as bactérias de ferro



	CCL20
	Atrai células dendríticas e linfócitos; anti-HIV



	Lisozima
	Destrói membranas celulares de bactérias Gram-positivas



	Lactoferrina
	Sequestra ferro para evitar crescimento bacteriano





SLPI, inibidor de protease secretório de leucócito; HE-4, proteína de epidídimo humano 4; NGAL, lipocalina associada à gelatinase de neutrófilo; CCL20, quimiocina (C-C motif) ligante 20.


As células epiteliais vaginais também secretam componentes antimicrobianos específicos que inibem as funções microbianas ou matam os microrganismos. A lista desses PRRs encontra-se na Tabela 2.3. As células epiteliais liberam componentes capazes de, ao contato, matar rapidamente um amplo espectro de bactérias, fungos e vírus envelopados.4,5 Um desses componentes é o inibidor de protease secretório dos leucócitos (SLPI), inibidor de protease serina que é bactericida para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Também foi demonstrado que o SLPI interfere com a entrada do vírus da imunodeficiência humana nas células-alvo suscetíveis do hospedeiro. Peptídeos antimicrobianos, chamados de defensinas, possuem carga catiônica que se liga a moléculas carregadas com carga aniônica na superfície de microrganismos. A consequente disrupção na membrana leva à lise da célula afetada. Mesmo aqueles microrganismos que desenvolveram resistência aos antibióticos permanecem sensíveis a defensinas. Já foram identificadas pelo menos oito defensinas em seres humanos. A lectina ligadora de manose (manno-se-binding lectin – MBL) é um componente do sistema imune inato presente na circulação e nas secreções vaginais. Liga-se à manose, N-acetilglicosamina e resíduos de fucose nas superfícies microbianas. Isto resulta na destruição do micróbio mediada pelo complemento e/ou opsonização através de receptores MBL nos fagócitos.6 A MBL também se liga à imunoglobulina A (IgA), e o complexo resultante tem a propriedade de ativar o complemento. Isto provê um novo mecanismo para a destruição de microrganismos mediada pela MBL, em que esta não se liga diretamente, mas que ocorre quando a imunidade vaginal IgA está presente. A deficiência na produção de MBL decorrente de um polimorfismo genético tem sido associada à candidíase vulvovaginal recorrente.7 Dois outros produtos antimicrobianos produzidos por células epiteliais e liberados na vagina são lisozima e lactoferrina. A lisozima atua primariamente nas membranas celulares de bactérias Gram-positivas e pode também inibir o crescimento de Candida albicans. A lactoferrina, uma glicoproteína ligadora do ferro não heme, sequestra o ferro não complexo dos fluidos biológicos, dessa forma removendo o metal da potencial utilização por microrganismos. A lipocalina-gelatinosa associada aos neutrófilos (NGAL), ou lipocalina-2, também foi recentemente identificada no fluido vaginal.8 NGAL liga-se aos sideróforos, componentes da maioria das bactérias Gram-negativas que sequestram o ferro necessário para o crescimento destas bactérias. Interferindo com a aquisição de ferro, NGAL bloqueia a proliferação bacteriana. Os níveis da NGAL vaginal estão mais elevados em mulheres com microbioma dominado por Lactobacillus e reduzidos em mulheres com vaginose bacteriana, sugerindo que NGAL possa ajudar no predomínio da microbiota vaginal saudável. Os Lactobacilli requerem manganês em vez do ferro para sua proliferação, enquanto que cepas de Gardnerella vaginalis liberam sideróforos e são dependentes do ferro.

Componentes da imunidade inata também estão presentes dentro do citoplasma das células. Uma proteína quinase, conhecida como PKR, é ativada pela cadeia dupla de RNA, um intermediário produzido durante a infecção viral intracelular. A PKR ativada bloqueia a síntese de proteínas virais e induz a produção da proteína antiviral, interferon alfa.

SINALIZAÇÃO DE "PERIGO" PELAS PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO

Proteínas de choque térmico, ou proteínas de estresse compreendem uma série de famílias de proteínas que são essenciais à vida e estão presentes em todos os organismos vivos conhecidos, incluindo bactérias, plantas e seres humanos. Quando uma célula se encontra sob condições de estresse não fisiológico, como temperatura elevada (choque térmico) ou invasão por microrganismos, a biossíntese de proteínas de choque térmico é intensamente aumentada. A liberação de proteínas de choque térmico das células infectadas serve como um alerta inicial para o sistema imunológico de que as células estão em perigo e que as células imunes devem migrar e se concentrar na região de liberação das proteínas de choque térmico.9 Diversos membros da família de proteínas de choque térmico ligam-se areceptores específicos nasuperfície das células fagocíticas. Isto resulta na liberação de citocinas e quemocinas por estas células, dando início à ativação do sistema imune. O sistema de complemento também é ativado por proteínas de choque térmico extracelulares. A deposição de componentes do complemento ativados sobre a superfície das células bacterianas resulta em lise celular ou em fagocitose por células que possuem receptores de complemento. Jáforam identificadas proteínas de choque térmico extracelulares no lúmen vaginal de mulheres com história de candidíase vulvovaginal recorrente.

A proteína de choque térmico 70kDa (hsp70) induzível é também um adjuvante extremamente efetivo, capaz de potencializar a resposta imune aos microrganismos. Assim, a produção hsp70 vaginal em resposta à infecção resulta na ligação da hsp70 a antígenos microbianos. O complexo formado é muito mais eficiente do que o antígeno microbiano isolado na indução da imunidade antimicrobiana específica.

Modulação do Sistema Imune por Metabólitos Microbianos

Além da modulação da imunidade do hospedeiro pela ligação dos PAMPs aos PRRs, a direção e magnitude das respostas imunes também são influenciadas pelapresença e concentração de produtos microbianos específicos.10 A composição dos metabólitos microbianos na vagina, particularmente os ácidos graxos de cadeias curtas, varia com a população microbiana dominante, e isto ajuda a definir os parâmetros imunes. Os níveis de ácido láctico são mais elevados, quando Lactobacillisão o principal componente da microbiota vaginal. Ácido succínico e ácido acético substituem o ácido láctico como o principal ácido no lúmen vaginal, quando Atopobium, Prevotella e outros anaeróbios predominam. O ácido láctico, além de ser o produto final da glicólise anaeróbica, também influencia diversos parâmetros imunes, incluindo a estimulação das células da linhagem TH17, como foi recentemente demonstrado,11,12 a indução de citocinas pró-inflamatórias pelas células epiteliais em resposta ao RNA13 viral sintético e a destruição seletiva da bactérias associadas à vaginose bacteriana. A produção relativa dos isômeros D e L do ácido lático por Lactobacilli também modula a produção de matrix metaloproteinase14 e dessa maneira pode aumentar a proteção contra a invasão microbiana do trato genital superior. Além disso, o acúmulo de ácido butírico na vagina especificamente aumenta a expressão das células T reguladoras e inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias.1010


PRODUÇÃO DE ANTICORPOS NO TRATO GENITAL INFERIOR

A capacidade de linfócitos B de produzirem anticorpos específicos a componentes dos microrganismos exracelulares é dependente de sua interação com complexos da interação de peptídeos microbianos com MHC classe II na superfície das células apresentadoras de antígenos. Anticorpos contra antígenos virais e bactérias que se replicam intracelularmente são normalmente gerados pela interação das células B com células que apresentam peptídeos em associação a receptores da classe MHC I. Uma vez preparado para reconhecer um microrganismo específico, o subsequente contato com esse micróbio resulta na produção de anticorpos específicos. O trato genital feminino contém linfócitos B capazes de produzirem tanto anticorpos IgG como IgA. A grande maioria destas células produtoras de anticorpos é localizada na endocérvice, mas menores quantidade têm sido encontradas na vagina.16

O lúmen vaginal contém uma mistura de anticorpos IgA e IgG. A maioria dos anticorpos IgG provavelmente não é induzida em resposta a patógenos do trato genital, mas é introduzida na vagina por transdução da circulação sistêmica. Contrariamente, é provável que a maioria dos anticorpos IgA tenha sua origem nos linfócitos B residentes na endocérvice. Ao contrário do IgA sistêmico, que é monomérico, a maioria do IgA vaginal é polimérica e contém um componente secretor.
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Tabela 2.2 Subconjuntos dos linfocitos

Familia  Subconjunto  Citocinas Funcao Principal
w4 T Interferon-y, IL-12 Imunidade mediada por células a patégenos
intracelulares
T2 Interleucinas 4, 5 e 13 Ativagdo da produgdo de anticorpos; mata
parasitas
Tu17 Interleucinas 17, 22 e 23 Combate fungos e patégenos extracelulares
T Interleucina-10, TGF-B Inibe a imunidade pré-inflamatéria
8" Perfurina, granulisina e granzima  Destroi células infectadas com patogenos

TGE-B, fator de crescimento de transformacio beta.





