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1. Resumo 

 

A infecção cervical pelo papilomavírus humano (HPV) é uma das infecções sexualmente 

transmissíveis (ISTs) mais comuns nas mulheres sexualmente ativas. Os cerca de 40 

genótipos de HPV genitais podem ser classificados em HPVs de baixo risco (lrHPV) e 

alto risco oncogênico (hrHPV). Os genótipos de hrHPV, principalmente os HPV16 e 

HPV18, quando persistentes, podem levar ao desenvolvimento do câncer de colo do 

útero e consequentemente à não eliminação viral (clearance). Outros fatores, além do 

genótipo viral, podem interferir para o clearance como, por exemplo, a presença de 

vaginose bacteriana, a principal alteração da microbiota vaginal em mulheres em idade 

reprodutiva. Dentre as espécies bacterianas relacionadas a vaginose, a Gardnerella 

vaginalis está presente em quase a totalidade dos casos. A G. vaginalis é responsável 

pela produção da enzima sialidase, um de seus fatores de virulência e está ligada a 

formação do biofilme, onde estudos recentes sugerem que seu gene codificador (GVSI) 

esteja associado a persistência do HPV. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi 

comparar as cargas de G. vaginalis e a frequência do GVSI em amostras cérvico-vaginais 

de mulheres com HPV16 e/ou HPV18 persistente(s), com aquelas que fizeram o 

clearance no período de 11 meses após a infecção. De uma coorte de um estudo prévio, 

foram identificadas 462 mulheres HPV-positivas, das quais foram selecionadas 104 

(22,5%) participantes que foram positivas para os genótipos HPV16 e/ou HPV18 no 

momento da inclusão. As amostras cérvico-vaginais foram obtidas no momento de 

inclusão e após o follow-up. A partir do resultado do HPV nos dois momentos, as 

participantes foram alocadas em dois grupos de estudo: “persistência” ou “clearance” do 

HPV. Foram utilizados lavados cérvico-vaginais para determinar a quantificação do gene 

23s rRNA de G. vaginalis e a detecção de GVSI por PCR em tempo real quantitativo 

(qPCR). Das 104 participantes, 31 (29,8%) eliminaram a infecção por HPV16, HPV18 e 

outros hrHPVs previamente detectados após 11 meses, enquanto 73 (70,2%) persistiram 

com pelo menos um dos dois genótipos. Observou-se que a carga de G. vaginalis cervico-

vaginal no momento da inclusão foi maior no grupo persistência [9.4E+02 (0-3.0E+05) 

cópias/uL] quando comparada ao grupo clearance [4.4E+01 (0–7.7E+04) cópias/uL] 
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(p=0,03). Não foi encontrada associação entre a positividade de GVSI no momento da 

inclusão com o desfecho da infecção por HPV16/HPV18 (p=0,09). Portanto, os achados 

em relação às cargas de G. vaginalis reforçam o efeito negativo da alteração da 

microbiota vaginal na eliminação da infecção cervical por HPV de alto risco, entretanto, a 

positividade para o gene codificante (GVSI) não parece estar associada à persistência 

do HPV16/HPV18 cervical. 

 

Palavras-chave: HPV; Gardnerella vaginalis; sialidase; clearance. 
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2. Abstract 

 

Cervical infection by human papillomavirus (HPV) is one of the most common sexually 

transmitted infections (STIs) in sexually active women. The approximately 40 genital HPV 

genotypes can be classified into low-risk HPVs (lrHPV) and high oncogenic risk (hrHPV). 

The hrHPV genotypes, especially HPV16 and HPV18, when persistent, can lead to the 

development of cervical cancer and consequently no viral elimination (clearance). Other 

factors, in addition to the viral genotype, may interfere with clearance, such as, for 

example, the presence of bacterial vaginosis, the main change in the vaginal microbiota 

in women of reproductive age. Among bacterial species related to vaginosis, Gardnerella 

vaginalis is present in almost all cases. G. vaginalis is responsible for the production of 

the sialidase, one of its virulence factors and is associated to the formation of the biofilm, 

and recent studies have shown that its encoding gene (GVSI) could be associated with 

the persistence of HPV. Therefore, the aim of the study was to compare cervicovaginal 

loads of G. vaginalis and the prevalence of GVSI in women with persistent HPV16 and/or 

HPV18 infection with those who cleared the infection after 11 months. Of a previous study 

cohort of 462 HPV-positive women, we enrolled 104 (22.5%) participants who had positive 

baseline tests for HPV16 and/or HPV18. Upon cohort enrollment, participants answered 

a questionnaire for assessment of sociodemographic, behavioral and clinical data. 

Cervicovaginal samples were obtained at baseline and at the follow-up visit. Cervical 

samples were tested in the two time points for HPV genotyping. Based on the HPV status 

at follow up, we allocated the participants in the two study groups: HPV ”persistence” or 

”clearance”.  It was used cervicovaginal fluids to determine the loads of G. vaginalis 23s 

rRNA gene and the detection of GVSI by quantitative real-time PCR (qPCR). Of the 104 

participants, 31 (29.8%) cleared HPV16, HPV18 and hrHPVs infection previously detected 

after 11 months, while 73 (70.2%) persisted with at least one of the two genotypes. Higher 

baseline loads of G. vaginalis were observed in persistence group [9.4E+02 (0–3.0E+05) 

copies/uL] when compared to participants who cleared the infection [4.4E+01 (0–

7.7E+04) copies/uL] (p=0.03). No association was found between baseline GVSI-positivity 

with HPV16/HPV18 infection outcome (p=0.09). Then, the present data reinforce the 

negative effect of the altered vaginal microbiota in the clearance of high-risk HPV cervical 
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infection through the assessment of G. vaginalis loads. Positivity for sialidase-encoding 

G. vaginalis does not seem to be associated with persistence of cervical HPV16/HPV18. 

 

Key words: HPV; Gardnerella vaginalis; Sialidase; clearance. 
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3. Revisão de Literatura 

 

 O papilomavírus humano (HPV) é um vírus da família Papillomaviridae, caracterizado 

por ser não envelopado, constituído por um capsídeo de simetria icosaédrica, que engloba 

uma molécula de DNA circular de dupla fita com aproximadamente 8000 bp(1). O genoma 

do HPV é dividido em três regiões. A primeira delas é uma região regulatória (LCR, long 

control region) que contém a origem de replicação do DNA e, portanto, responsável pelo 

início do ciclo viral. A próxima região é a precoce que codifica 6 proteínas (E1, E2, E4, E5, 

E6 e E7) que possuem ação enzimática ou reguladora no ciclo viral. Dentre essas, merecem 

destaque as proteínas E6 e E7, que inativam, respectivamente, os supressores tumorais 

p53 e pRB da célula infectada, estando envolvidas diretamente na imortalização dessas 

células e, portanto, no desenvolvimento de neoplasias(2–4). Finalmente, os genes da região 

tardia (late) que codificam as duas proteínas que compõe o capsídeo viral, a L1 e L2, 

altamente imunogênicas, utilizadas na produção de vacinas profiláticas(4). O HPV é um 

vírus epiteliotrópico, ou seja, sua infecção ocorre pela camada basal do epitélio a partir de 

micro lesões, e após migrar para as camadas intermediárias do epitélio, se replica, podendo 

levar ao aparecimento de lesões proliferativas(5). 

Atualmente, são descritos mais de 100 genótipos de HPV que infectam o homem, dentre 

os quais 40 tem afinidade para o epitélio da região anogenital, onde alguns tipos estão 

envolvidos na etiologia de lesões neoplásicas(1). Dessa forma, a classificação dos HPV 

genitais é feita de acordo com seu potencial oncogênico, divididos em genótipos de baixo 

(lrHPV) ou intermediário risco e alto risco (hrHPV) oncogênico, sendo este responsável por 

5% de todos os cânceres diagnosticados anualmente no mundo(6–9). Em relação aos 

lrHPV, destacam-se os HPV6 e HPV11, associados ao desenvolvimento de verrugas 
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genitais. Já os HPV16 e HPV18 são associados ao maior período de persistência da 

infecção levando ao desenvolvimento das lesões intraepiteliais de alto grau e carcinomas 

invasivos do colo do útero, sendo responsáveis por 70% dos casos de carcinomas 

epidermóides e mais de 80% dos adenocarcinomas do colo do útero(10–13).  

As infecções por HPV genitais são, em geral, de caráter transitório, visto que a maioria 

das infecções é eliminada (clearance)  pelo sistema imunológico do hospedeiro num período 

de 1 a 2 anos(14), entretanto, algumas infecções permanecem, pela presença da infecção 

por hrHPV(8). A literatura é consistente ao demonstrar que o HPV16 apresenta os períodos 

de infecção mais longos, mesmo quando comparado aos demais HPV de alto risco 

oncogênico(15).  Um estudo na Holanda com mulheres entre 16 e 29 anos mostrou uma 

persistência de 58,1%  pelo HPV16 e 39,6% pelo HPV18 após um período de 12 meses(16). 

Além disso, também foi apontado que a presença de múltiplos genótipos de HPV atrasa o 

tempo de clearance(17). 

Contudo, além do genótipo viral, o tempo de clearance do HPV pode ser 

influenciado por outros fatores como: dietas pobres em nutrientes, uso de absorventes 

internos, contraceptivos de progesterona, presença de outro vírus como o da 

imunodeficiência humana (HIV)(18,19) e presença de coinfecções, relacionadas ao 

ambiente vaginal, como as endocervicites causadas pela Chlamydia trachomatis e 

Trichomonas vaginalis. A literatura mostra que a infecção cervical pela Chlamydia 

trachomatis é co-fator para o desenvolvimento de lesões HPV-induzidas(20). Um estudo 

recente analisou a presença de HPV e a citologia oncótica com a coinfecção por C. 

trachomatis, no qual foi encontrada uma carga maior de DNA desta bactéria associada a 

presença do HPV, e, quando considerada a citologia juntamente às mulheres com C. 
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trachomatis e HPV, elas possuíam um risco muito maior de ter um citologia alterada(21). 

Além do mais, apesar de estudos mais escassos, já foi apontado que mulheres com T. 

vaginalis possuem maior risco na aquisição de HPV de alto risco(22).  

Ainda nesse contexto, vale destacar a principal alteração do ambiente vaginal, a 

vaginose bacteriana, que é caracterizada como a principal disbiose da microbiota vaginal, 

onde a microbiota predominantemente lactobacilar Gram positiva é substituída por uma 

microbiota cocobacilar Gram positiva e Gram negativa(23). O padrão ouro para seu 

diagnóstico é o descrito por Nugent(24), baseado na avaliação morfológica de esfregaços 

vaginais corados pelo método de Gram e classificadas de acordo com um escore, sendo 

de 0-3, microbiota normal, 4-6, microbiota intermediária e 7-10, vaginose bacteriana. A 

partir disso, alguns estudos foram realizados para determinar o papel dessa microbiota 

no contexto das infecções pelo HPV(25,26), onde foi demonstrado que a presença da 

vaginose bacteriana está associada tanto à prevalência da infecção pelo vírus, como 

também a uma diminuição significativa na taxa de clearance viral(27,28).  Porém, esses 

estudos foram baseados nesses métodos microscópicos, que, embora amplamente 

utilizados, não permitem avaliar e determinar de forma precisa a real composição 

bacteriana deste ambiente. 

 Para estabelecer a composição bacteriana presente em um ambiente, a evolução 

dos métodos moleculares, como as técnicas de sequenciamento de nova geração, 

contribuiu pela determinação do microbioma local. Nesse sentido, Ravel et al.(29), em 

2011, caracterizaram pela primeira vez o microbioma vaginal de mulheres em idade 

reprodutiva. Tais autores verificaram que, apesar da grande diversidade microbiana 

presente nesse ambiente, o microbioma vaginal de todas as mulheres podem ser 
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agrupadas em 5 tipos de comunidades bacterianas vaginais (community-state type, 

CST), conforme predominância de determinadas espécies. Do total, 4 são caracterizadas 

pelo predomínio de Lactobacillus sp: CST-I (Lactobacillus crispatus), CST-II (L. gasseri), 

CST-III (L. iners) e CST-V (L. jensenii). Na comunidade bacteriana vaginal remanescente, 

a CST-IV, a predominância de espécies de lactobacilos é substituída por uma maior 

diversidade de espécies bacterianas, onde se encontra a maioria dos casos de vaginose 

bacteriana e na qual estudos mostram que a prevalência é maior dentre as mulheres com 

HPV persistente(30).  

Embora a vaginose bacteriana esteja associada a uma grande diversidade 

bacteriana no ambiente vaginal, a espécie Gardnerella vaginalis está presente em quase 

a totalidade dos casos(31), sendo o primeiro microrganismo associado à vaginose 

bacteriana(32). Para sua classificação, Santiago et al.(35), a partir de métodos de análise 

de restrição de DNA ribossomal (ARDRA), detectou a presença de três genótipos de G. 

vaginalis diferentes. Posteriormente, Ahmed et al.(33) realizou uma nova classificação,  

pelo pirossequenciamento, onde foram identificados 4 subgrupos (1 a 4). Em 2016, mais 

um achado, usando sequenciamento de Sanger do gene CPN60, confirmou a existência 

dos 4 subgrupos, classificados como A, B, C e D, equivalente aos grupos 4, 2, 1 e 3, 

respectivamente(33,34). Por fim, ainda mais recente, um outro estudo partir da 

hibridização de DNA-DNA (dDDH) e da identidade média de nucleotídeos (ANI), 

identificou, a partir de 10 linhagens de G. vaginalis, 3 novas espécies genômicas de 

Gardnerella sp., que com base na classificação de Ahmed et al.(33), o grupo 4 contém 2 

espécies descritas como G. leopoldii e G. swidsinskii, o grupo 2 contém 3 espécies, 

descritas como G. piotii e o grupo 1 possui duas espécies, descrita como G. vaginalis(38).  
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A participação de G. vaginalis no desfecho do HPV não está muito bem 

consolidada(32). Dois estudos brasileiros demonstraram achados não congruentes, 

ambos realizados por reação em cadeia polimerase (PCR),  sendo um realizado na Bahia, 

de 2017, que mostrou a associação da presença dessa bactéria no ambiente vaginal com 

a presença de lesões cervicais, enquanto outro mais recente, realizado no Paraná, 

mostrou que somente a bactéria G. vaginalis não estaria associada as lesões precursoras 

do câncer do colo de útero(36,37). 

Dessa forma, para entender o papel da G. vaginalis nesse cenário, vale destacar 

um de seus fatores de virulência, que é a capacidade de algumas de suas linhagens de 

produzir e liberar a enzima sialidase, com características patogênicas ao ambiente 

vaginal(38), que tem como função hidrolisar o ácido siálico das células epiteliais do 

hospedeiro, expondo sítios de ligação que facilitam a adesão de G. vaginalis ao 

epitélio(39–42).  

O modelo aceito atualmente de vaginose bacteriana mostra que esta adesão inicia 

a formação do biofilme, tendo suas camadas mais internas formadas pela interação com 

a Prevotella bivia, também produtora de sialidase(23). A presença de biofilmes 

associados à vaginose bacteriana propicia uma proteção dos microrganismos que os 

compõe da ação do peróxido de hidrogênio, ácido lático e bacteriocinas secretadas em 

condições normais pelos Lactobacillus sp.. Além do papel importante na consolidação 

dos biofilmes vaginais, as moléculas de ácido siálico, liberadas pela ação das sialidases, 

podem ser utilizadas no metabolismo energético da bactéria(43), ou ainda podem recobrir 

a superfície bacteriana, dificultando a fagocitose(41,44). Além disso, estudos já 

demonstraram que as sialidases possuem capacidades imunomoduladoras, sendo 
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capazes de diminuir a viscosidade do conteúdo cérvico-vaginal e exercer ação hidrolítica 

nas imunoglobulinas A presentes na secreção cervical(39,45). 

Portanto, as bactérias G. vaginalis sialidases-produtoras possuem um papel 

importante pela capacidade de modular a resposta imunológica local. Um estudo avaliou 

a atividade de sialidase em mulheres com lesões cervicais, comparadas a mulheres 

saudáveis, e nele foi mostrado que a atividade de sialidase era maior na infecção 

bacteriana quando comparada a infecção fúngica e ao controle negativo, e também havia 

uma atividade maior nas mulheres com carcinoma intraepitelial cervical, quando 

comparada a mulheres com outras neoplasias(46). Contudo, esse estudo não avaliou as 

espécies bacterianas e os genótipos de HPV envolvidos, o que sugere a necessidade de 

mais investigações acerca do envolvimento desses agentes nessa patogênese. 

Os resultados publicados por Di Paola et al.(30), em agosto de 2017, mostraram 

que mulheres com infecção persistente por HPV de alto risco, no período de um ano, 

apresentaram uma maior carga do gene codificante da sialidase de G. vaginalis e uma 

maior frequência da CST-IV, mesmo em um número amostral limitado. Em contraste, 

outro achado que analisou o microbioma, mostrou que os altos níveis de G. vaginalis 

estavam associados ao grupo que fez o clearance do HPV no período de 2 anos, em 

relação ao grupo que persistiu e ao controle negativo(47). 

Por isso, considerando a importância dos achados recentes, é fundamental que se 

estabeleça a relação da G. vaginalis, assim como sua capacidade como produtora de 

sialidase, para as taxas de clearance do HPV cérvico-vaginal. Para isso, a quantificação 

de G. vaginalis e a detecção de sialidase, bem como a associação com a eliminação ou 
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persistência da infecção pelo HPV, permitirão a melhor compreensão da relação entre a 

microbiota vaginal e o desfecho da infecção pelo HPV.  
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