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INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER 

 

Análise do microbioma cervicovaginal de mulheres HIV positivas com 

lesões intra-epiteliais cervicais no período pós-parto 

 
 RESUMO- DISSERTAÇÃO DE MESTRADO – Gislaine Curty Ferreira 
 
A microbiota cervical é um importante fator para manutenção da homeostase local e 
vários estudos têm associado complicações durante a gravidez e durante o período 
pós-parto com alterações na comunidade de bactérias cervicovaginais. Contudo, 
apesar da importância da microbiota cervical para o controle de infecções virais e 
manutenção da homeostase cervical, a sua diversidade e sua composição em 
mulheres HIV-positivas no período pós-parto ainda é desconhecida. Sendo assim, o 
objetivo deste trabalho foi avaliar e analisar o perfil da microbiota cervicovaginal de 
mulheres HIV-positivas no período pós-parto com neoplasia intraepitelial cervical, 
bem como analisar a associação das comunidades de bactérias presentes para as 
famílias de vírus de DNA circular. Para tanto, o DNA total foi extraído de amostras de 
esfregaço cervical de 80 mulheres HIV + e o gene bacteriano do RNA ribossomal 
16S (região V3-V6) foi amplificado por PCR e sequenciado na plataforma Illumina 
HiSeq 2500. Após o sequenciamento, as reads foram processadas e comparadas 
com o banco de dados Greengenes usando o open source QIIME (Quantitative 
Insights Into Microbial Ecology). Para a análise dos vírus de DNA circular, o DNA 
circular foi enriquecido pela amplificação do círculo rolante e sequenciado no HiSeq 
2500. As reads foram processadas e os contigs foram gerados por montagem de 
novo e atribuídos às famílias virais utilizando BLASTX contra o banco de dados de 
vírus. Identificamos na análise do 16S dois tipos de comunidades de bactérias, 
denominadas de CSTs (do inglês, Community State Types) III e IV de acordo com o 
tipo de bactéria dominante. A CST III (L.iners-dominante) e a CST IV (alta 
diversidade) foram encontradas em 41% e 59% das amostras, respectivamente. Não 
encontramos associação das CST com o período pós-parto (6 ou 12 meses), HPV 
(positivo ou negativo) ou citologia (normal ou lesão). Entretanto, cinco gêneros de 
bactérias foram associados a lesões cervicais (Gardnerella, Aerococcus, 
Schlegelella, Moryella e Bifidobacterium), com uma razão de chance (OR, do inglês 
odds ratio) significativa de 40 (2,28-706) para a presença de Moryella e 3,5 (1,36-
8,9) para Schlegelella. Foram identificadas quatro famílias virais: Anelloviridae, 
Genomoviridae, Herpesviridae e Papillomaviridae. A família Papillomaviridae 
apresentou alta frequência de CST IV para os tipos de HPV não-16 (33%) quando 
comparada às CST III (14%). Adicionalmente, as famílias virais Herpesviridae, 
Genomoviridae e Anelloviridae apresentaram uma associação significativa para a 
CST IV. Deste modo, este estudo demonstra que as mulheres HIV-positivas no pós-
parto apresentam uma microbiota estável e de alta diversidade, sendo também 
associada a infecções por diferentes famílias virais. Por fim, este é o primeiro estudo 
a descrever o bacterioma cervical de mulheres HIV-positivas no pós-parto. 
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INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER 

 

Analysis of the cervicovaginal microbiome from HIV-positive women with 

cervical intraepithelial lesions in the postpartum period  

 

ABSTRACT- DISSERTAÇÃO DE MESTRADO – Gislaine Curty Ferreira 
 
The cervical microbiota is an important factor for maintaining local homeostasis and 

several studies have associated complications during pregnancy and during the 

postpartum period with changes in the community of cervicovaginal bacteria. 

However, despite the importance of cervical microbiota for the control of viral 

infections and maintenance of cervical homeostasis, their diversity and composition 

in HIV-positive women in the postpartum period is still unknown. Therefore, the aim 

of this study was to evaluate and analyze the profile of the cervicovaginal microbiota 

of HIV-positive women at postpartum period displaying cervical intraepithelial 

neoplasia, as well as to analyze the association of bacterial communities present to 

the families of circular DNA viruses. To achieve this, total DNA was extracted from 

cervical smear samples from 80 HIV+ women and the bacterial 16S ribosomal RNA 

gene (V3-V6 region) was amplified by PCR and sequenced in an Illumina HiSeq 

2500 platform. After sequencing, the reads were processed and compared with the 

Greengenes database using open source QIIME (Quantitative Insights Into Microbial 

Ecology). For the analysis of circular DNA viruses, circular DNA was enriched by 

rolling circle amplification and sequenced in the HiSeq 2500. The reads were 

processed and the contigs were reassembled and assigned to viral families using 

BLASTX against a virus database. We identified through the analysis of 16S two 

types of communities of bacteria, called CSTs (Community State Types) III and IV 

according to the type of dominant bacteria. CST III (L.iners-dominant) and CST IV 

(high diversity) were found in 41% and 59% of the samples, respectively. We found 

no association of CST with the postpartum period (6 or 12 months), HPV (positive or 

negative) or cytology (normal or lesion). However, five bacterial genera were 

associated with cervical lesions (Gardnerella, Aerococcus, Schlegelella, Moryella and 

Bifidobacterium), with a significant odds ratio (OR) of 40 (2.28-706) for the presence 

of Moryella and 3.5 (1.36-8.9) for Schlegelella. Four viral families were identified: 

Anelloviridae, Genomoviridae, Herpesviridae and Papillomaviridae. The 

Papillomaviridae family presented high frequency of CST IV for non-16 HPV types 

(33%) when compared to CST III (14%). In addition, the viral families Herpesviridae, 

Genomoviridae and Anelloviridae presented a significant association for CST IV. 

Thus, this study demonstrates that HIV-positive postpartum women have a stable 

and highly diverse microbiota and are also associated with infections by different viral 

families. Finally, this is the first study to describe the bacteriome of HIV-positive 

postpartum women. 
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1 Introdução 

1.1 Anatomia da cérvice uterina e o câncer cervical 

 

O útero é um órgão fibromuscular, localizado na cavidade pélvica. Sua porção 

inferior, denominada colo do útero, se conecta com a vagina. O colo do útero 

apresenta forma cilíndrica, com comprimento variável entre 2,5 e 3 cm que se 

estende para o interior do útero (KURMAN, 1994). Os dois tipos principais de células 

que constituem o colo do útero são as células escamosas, localizadas na região da 

ectocérvice, e as células glandulares, localizadas no endocérvice (GRAY; 

WILLIAMS; BANNISTER, 1995) (Figura 1.1). O local onde estes dois tipos de células 

se encontram é denominada zona de transformação, que é o local onde o câncer de 

colo de útero se inicia (Figura 1.1) (GRAY; WILLIAMS; BANNISTER, 1995; 

STEVENS; LOWE, 2005). 
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a) 

 

b) 

 

Figura 1.1 - O colo do útero e os tipos celulares. (a) A figura mostra a região vaginal, 

útero, ovários, e destaca o colo do útero e aponta suas regiões denominadas ectocérvice e 

endocérvice. (b) A endocérvice é constituída de epitélio colunar simples composto de células 

glandulares e a ectocérvice é composta de epitélio escamoso. A região de junção entre os 

dois tipos epiteliais é denominada zona de transformação. Figura modificada de 

https://www.vencerocancer.org.br/tipos-de-cancer/cancer-do-colo-uterino/cancer-de-colo-do-

utero-o-que-e/ e Hladik and McElrath, 2008). 

 

O câncer de colo do útero é o quarto câncer mais comum em mulheres no 

mundo, com aproximadamente 530 mil novos casos estimados no ano de 2012 

(GLOBOCAN, 2012). Cerca de 90% dos casos ocorreram em regiões menos 

desenvolvidas (GLOBOCAN, 2012). Segundo o último GLOBOCAN de 2012, 54% 
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dos casos de câncer de colo de útero do mundo ocorreram na Ásia, seguido da 

África (19%), América Latina e região caribenha (13%), Europa (11%), América do 

Norte (2,7%) e Oceania (0,4%) (Figura 1.2).  

 

Figura 1.2- Estimativa de 2012 do GLOBOCAN para a incidência de casos do câncer 

cervical no mundo. Figura  modificada de Ferlay et al., 2015. 

 

No Brasil, as taxas de incidência estimadas para 2016 para os tipos de câncer 

em mulheres indicam o câncer de colo de útero como o terceiro mais frequente. 

Contudo, sua incidência pode variar dependendo das macrorregiões geográficas 

(INCA, 2015) (Quadro 1.1). Na região Norte, ele é o mais incidente entre os tipos de 

câncer que afetam as mulheres. Já nas regiões Centro-Oeste e Nordeste, ele ocupa 

a segunda posição, na região Sudeste a terceira e na região Sul a quarta posição 

(INCA, 2015) (Quadro 1.1).  
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Quadro 1.3- Incidência estimada para 2016 dos tipos de câncer em mulheres 
no Brasil 

 

Valor por 100 mil habitantes 

Fonte: INCA 2015. 

 

Apesar das altas taxas de incidência, é possível rastrear as lesões 

precursoras do câncer de colo de útero (lesões intraepiteliais cervicais) através da 

realização do teste de Papanicolau, que segundo as diretrizes brasileiras deve ser 

realizado em mulheres de 25 a 60 anos de idade ou que já tenham iniciado a 

atividade sexual (INCA, 2011). Além disto, é recomendado o acompanhamento de 

três em três anos, após dois exames negativos. Entretanto, dado o risco de 

desenvolvimento de lesão em mulheres infectadas pelo vírus da imunodeficiência 

humana (HIV), é recomendado o acompanhamento semestral; se o resultado da 

citologia for normal, deve-se manter o acompanhamento anual se houver 

imunossupressão (INCA, 2011). 

As lesões percursoras são diagnosticadas através do exame citológico do 

esfregaço cervical proveniente do exame do Papanicolau e são classificadas de 

acordo como sistema de Bethesda (SOLOMON et al., 2002). As lesões podem ser 

classificadas como lesões de baixo (LSIL, do inglês low-grade squamous 

intraepithelial lesion) ou de alto grau (HSIL, do inglês high-grade squamous 

intraepithelial lesion). 

A infecção pelo papilomavírus humano (HPV) é uma causa necessária para o 

desenvolvimento do câncer de colo de útero, mas não suficiente, dado que apenas 
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uma porção da população infectada desenvolve o câncer. Este fato ocorre devido à 

eliminação da infecção viral pelo sistema imune (SHULZHENKO et al., 2014). 

(Figura 1.3). 

 

Figura 1.3- Porcentagem da eliminação da infecção por HPV e progressão para lesões 

e para o câncer cervical. Figura modificada de Shulzhenko et al., 2014. 

1.2 Infecção e biologia molecular do HPV 

 

O HPV é capaz de infectar as células epiteliais e promover o desenvolvimento 

do câncer cervical. Existem mais de 200 tipos de HPV (DE VILLIERS et al., 2004). 

Os dois principais gêneros de HPV são o Alfa- e o Betapapilomavírus, responsáveis 

por aproximadamente 90% das infecções em humanos (DOORBAR, 2006). O 

gênero Alfa corresponde a um grande grupo de vírus e contém os tipos de HPV que 

infectam a mucosa. Mais de 30 diferentes tipos de HPV são conhecidos por infectar 

o epitélio cervical, que podem levar ao desenvolvimento do câncer cervical 

(DOORBAR, 2006), sendo divididos em HPVs de alto e baixo risco (DE VILLIERS et 

al., 2004; BOUVARD et al., 2009). Os tipos de baixo risco em geral são associados 

ao desenvolvimento de verrugas anogenitais e os de alto risco estão associados ao 

desenvolvimento de lesões intraepiteliais e ao câncer (DE VILLIERS et al., 2004). O 

desenvolvimento da infecção persistente é um fator chave para o desenvolvimento 

do câncer cervical (BRAATEN; LAUFER, 2008).  

O câncer cervical é o tipo de câncer onde a infecção por HPV é responsável 

por virtualmente 100% dos casos de câncer cervical (WALBOOMERS et al., 1999). 

O HPV16 é o tipo de alto risco mais frequente, seguido pelo tipo 18, e ambos são 

responsáveis por 70% dos casos de câncer cervical (CLIFFORD et al., 2003; 

BRAATEN; LAUFER, 2008). 
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Os HPVs são vírus não-envelopados, com genoma constituído de dupla-fita de 

DNA circular de aproximadamente 8kb (DOORBAR et al., 2015) (Figura 1.4). Os 

HPVs codificam as proteínas virais E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1 e L2 (Quadro 1.2). A 

proteína estrutural L1 é codificada pelo gene L1, que é o gene mais conservado 

entre os vírus da família Papillomaviridae, o que permite que o gene seja utilizado na 

identificação dos tipos de HPV (DE VILLIERS et al., 2004). 

a) 

 

b)

Figura 1.4- Partícula viral do HPV. (a) Imagem de microscopia eletrônica da partícula ( a  

direita) e representação gráfica da partícula viral (a esquerda). (b) A figura ilustra as 

proteínas que compõem o capsídeo viral e os genes que codificam as diferentes proteínas 

virais. Figura modificada de Laboratory of Tumor Virus Biology 1986; Jane George n.d.; 

Tristram and Fiander 2007. 
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Quadro 1.4- Proteínas codificadas pelo papilomavírus humano e suas 
principais funções 
 

Proteína Característica 

E1 Responsável pela replicação viral 

E2 Regula a transcrição viral e replicação 

E4 Interage com as proteínas do citoesqueleto 

E5 Regula negativamente o MHC de classe 1 

E6 Liga-se à proteína p53 

E7 Liga-se à proteína Rb (retinoblastoma) 

L1 e L2 Proteínas que formam o capsídeo viral 

Modificado de Tristram and Fiander 2007. 

 

Os genes E6 e E7 são oncogenes e codificam as proteínas E6 e E7 que 

manipulam diferentes vias celulares para promover a replicação viral (Figura 1.5). 

Entretanto, a inativação de pontos de controle do ciclo celular leva à instabilidade 

genômica, promove o acúmulo de mutações em genes celulares e leva à progressão 

para o câncer (EL et al., 2012). 
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Figura 1.5- Esquema das interações das proteínas virais E6 e E7 com as proteínas 

celulares p53 e Rb. A proteína E6 promove a degradação de p53 e a proteína E7 se liga a 

proteína Rb, que normalmente se liga a E2F. A ligação de E7 à proteína Rb promove a 

liberação de E2F, estimulando a proliferação celular. Figura modificada deEl et al. 2012. 

 

O HPV infecta as células da camada basal do epitélio através de micro-

abrasões no tecido. Quando não eliminados, os vírus estabelecem uma infecção 

persistente dentro destas células (Figura 1.6). À medida que as células se 

diferenciam e migram para a superfície do epitélio, existe um aumento dos níveis da 

replicação e expressão gênica viral (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007). Os 

vírus são montados nas células da superfície do epitélio e liberados para o meio 

extracelular (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007) (Figura 1.6). 
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Figura 1.6 - Infecção por HPV. O HPV infecta as células da membrana basal através de 

micro-abrasões no epitélio cervical. Após entrar nas células, inicia-se a expressão das 

proteínas precoces virais (E1, E2, E4, E5, E6 e E7). Estas proteínas se ligam à origem de 

replicação do vírus, levando à replicação do DNA episomal viral (núcleos roxos), à 

transcrição dos genes virais e estimulam a proliferação celular. Com a diferenciação da 

célula infectada e a migração da célula para a camada superior do epitélio, inicia-se a 

expressão das proteínas estruturais (L1 e L2) e a montagem das partículas virais. Os 

diferentes graus de lesões desenvolvidas estão mostrados no topo da figura. Figura 

modificada de Woodman, Collins, and Young 2007. 

 

A infecção por um HPV oncogênico não promove por si só o desenvolvimento 

do câncer cervical. Aproximadamente 80% a 90% das infecções são eliminadas 

(SHULZHENKO et al., 2014).  Entretanto, fatores, tais como, fumo, uso de 

anticoncepcional, paridade, número de parceiros sexuais, são fatores classicamente 

associados à persistência da infecção por HPV (CASTELLSAGUÉ; BOSCH; 

MUÑOZ, 2002; CASTELLSAGUÉ; MUÑOZ, 2003; ZITKUTE; BUMBULIENE, 2016). 

Adicionalmente,recentes trabalhos demonstram que alterações da microbiota 
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cervical estão associadas a uma chance maior em adquirir o HIV e o HPV, assim 

como a um risco aumentado de desenvolvimento de lesões cervicais (PETROVA et 

al., 2013; OH et al., 2015; KYRGIOU; MITRA; MOSCICKI, 2017). 

1.3 A identificação de bactérias e o rRNA 16S 

 

Os seres humanos constituem um ecossistema contendo trilhões de 

microorganismos que coevoluíram com eles, criando assim uma complexa rede de 

interações fisiológicas (FOSTER et al., 2017; ZENG et al., 2017). A maioria dos 

microorganismos residem no intestino e têm uma profunda influência na fisiologia e 

saúde de seu hospedeiro (Bäckhed et al., 2005). Sendo assim, tem se aumentado 

nos últimos anos o interesse na identificação dos microorganismos que compõem a 

microbiota normal e alterada de diferentes sítios anatômicos humanos.   

 Durante muitos anos, a identificação de novas espécies de bactérias foi 

realizada através do cultivo e isolamento, o que era considerado o padrão-ouro para 

identificação das novas espécies. A identificação por meio de cultivo começou no 

ano de 1876, quando Robert Koch utilizou esta metodologia para isolar e identificar o 

agente responsável pelo Anthrax (BLEVINS; BRONZE, 2010). Após a cultura e 

isolamento, as bactérias eram identificadas com base na morfologia, coloração 

diferencial, tipo de meio de cultura de crescimento, entre outros aspectos. 

Entretanto, o número de bactérias capazes de serem cultivadas e isoladas por esta 

metodologia é limitado, não sendo capaz de representar a complexidade de 

bactérias existente em uma única amostra. Em 1977, Carl R. Woese e George E. 

Fox publicaram o primeiro trabalho utilizando o gene do rRNA 16S, mostrando que 

bactérias apresentavam relações filogenéticas e que podiam ser identificadas com 

base na filogenia do gene (WOESE; FOX, 1977). Este trabalho foi revolucionário e 

atualmente este gene é utilizado amplamente para a identificação molecular das 

espécies de bactérias (WOESE; FOX, 1977; WOESE, 1987). 

O gene do rRNA 16S tem aproximadamente 1.500pb de tamanho e contém 

nove regiões variáveis (V1-V9) intercaladas por regiões conservadas que permitem a 

amplificação de diferentes ordens de bactérias utilizando iniciadores universais 

(HUGENHOLTZ; PACE, 1996) (Figura 1.7). 

 

 

 

 

http://www.pnas.org/search?author1=Carl+R.+Woese&sortspec=date&submit=Submit
http://www.pnas.org/search?author1=George+E.+Fox&sortspec=date&submit=Submit
http://www.pnas.org/search?author1=George+E.+Fox&sortspec=date&submit=Submit
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a) 

 

b) 

 

Figura 1.7- O gene rRNA 16S. (a) O gene apresenta nove regiões variáveis (V1 – V9), 

destacadas na cor cinza. As regiões variáveis são intercaladas por regiões conservadas, 

destacadas na cor verde. (b) O gráfico mostra a frequência de variação do gene por pares 

de bases e ilustra todas as regiões variáveis (V1 – V9) do gene. Figura modificada de Bodilis 

et al. 2012. 

 

Por muitos anos, a amplificação do gene 16S foi seguida de clonagem e 

posterior sequenciamento por Sanger. Embora estas metodologias possam fornecer 

informações da composição de bactérias, é necessária a geração de conjuntos de 

dados grandes o suficiente para permitir acessar a grande diversidade de bactérias 

presentes (CHO; BLASER, 2012). Com o desenvolvimento de tecnologias no século 

21 capazes de gerar grandes volumes de dados de sequências com rapidez e 

precisão, hoje é possível caracterizar a diversidade de microorganismos presentes 

em diferentes sítios anatômicos (PETERSON et al., 2009; CHO; BLASER, 2012). 

O primeiro grande projeto a caracterizar a diversidade de microorganismos 

em diferentes sítios anatômicos foi o Human Microbiome Project (HMC) (MCGUIRE 

et al., 2008; PETERSON et al., 2009). O HCM foi estabelecido em 2008 e analisou 

amostras de 242 pessoas saudáveis. Esta iniciativa contribuiu enormemente para o 

conhecimento da composição do microbioma em diferentes partes do corpo de 

pessoas saudáveis, incluindo o microbioma vaginal. 
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1.4 O microbioma e o desenvolvimento do câncer 

 

O conceito do microbioma humano foi sugerido pela primeira vez em 2001 por 

Joshua Lederberg, que cunhou o termo (JOSHUA LEDERBERG, 2001; PETERSON 

et al., 2009). O microbioma se refere à comunidade de microorganismos comensais, 

simbióticos e patogênicos, que compartilham um mesmo espaço, formando uma 

complexa interação. Alterações da homeostase do microbioma humano podem 

prejudicar as relação de simbiose e promover alterações fisiológicas no indivíduo, 

levando ao desenvolvimento de doenças, como o câncer (GARRETT, 2015). 

Recentes estudos demonstram que a microbiota apresenta um papel importante no 

desenvolvimento de diferentes tipos de câncer e sugerem diferentes mecanismos de 

carcinogênese promovidos pela microbiota (GARRETT, 2015; BHATT; REDINBO; 

BULTMAN, 2017; RAJAGOPALA et al., 2017) (Figura 1.8). Adicionalmente, estudos 

também demonstram que a microbiota exerce um importante papel no curso das 

infecções virais, como nas infecções por HPV e HIV(MITRA et al., 2016; GOSMANN 

et al., 2017; VYSHENSKA et al., 2017). 
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Figura 1.8- A microbiota e o desenvolvimento do câncer. O microbioma promove a 

carcinogênese através de diferentes mecanismos. (a) Alterações nos mecanismos de defesa 

podem favorecer a translocação microbiana, ocasionando um aumento na produção de 

citocinas e ativando vias em diferentes células, tais como vias de prevenção de apoptose e 

proliferação. (b) A produção de genotoxinas tais como colibactina e CDT, mediada por 

bactérias, induz danos ao DNA. Além disto, as espécies reativas de oxigênio (ROS) e de 

nitrogênio (RNS) liberadas pelas células do sistema imune, como macrófagos, assim 

também como a produção de sulfato de hidrogênio (H2S) pela microbiota, também causam 

danos ao DNA. (c) Adicionalmente, os produtos metabólicos produzido pela microbiota 

podem promover o desenvolvimento de câncer. As caixas verdes representam efeitos 

antitumorais mediado pela microbiota. Figura modificada de Schwabe e Jobin 2013.  

 

As infecções virais são responsáveis por 15-20% do total de cânceres no 

mundo (LUO; OU, 2015). Entre os vírus que podem causar câncer estão o HIV, o 

vírus Epstein-Barr (EBV), o herpesvírus associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV) ou 

herpesvírus humano tipo 8 (HHV-8), o HPV e os vírus das hepatites B e C (LUO; OU, 

2015). Estes vírus usam diferentes estratégias que levam ao desenvolvimento do 

câncer por mecanismos diretos e indiretos (VYSHENSKA et al., 2017). Podem afetar 

diretamente a maquinaria celular (como o HPV) e/ou, através de um mecanismo 

indireto, podem inibir o sistema imune do hospedeiro e levar ao desenvolvimento do 
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câncer (como o HIV) (VYSHENSKA et al., 2017). É conhecido que alguns tipos de 

câncer requerem a infecção viral, como o câncer cervical. Contudo, não é totalmente 

conhecido porque muitas pessoas infectadas pelo HPV eliminam a infecção e não 

desenvolvem o câncer. Recentemente, tem sido proposto o papel da microbiota 

cervical na infecção pelo HPV (MITRA et al., 2016). 

Atualmente, dois modelos de interação vírus-bactéria são propostos 

(VYSHENSKA et al., 2017) (Figura 1.9). O primeiro modelo proposto sugere que a 

microbiota influencia diretamente a infecciosidade do vírus através da produção de 

bioprodutos, e isto pode modular a interação vírus-hospedeiro positivamente (Figura 

1.9a). O segundo modelo propõem que a interação hospedeiro-bactéria altera a 

expressão gênica do hospedeiro e, subsequentemente, ativa a expressão das 

proteínas virais e promove a tumorigênese associada à infecção viral (Figura 1.9b). 

É importante ressaltar que a microbiota é também capaz de proteger o organismo de 

infecções virais, inibindo a entrada do vírus nas células. Estes mecanismos variam 

dependendo da composição da microbiota (VYSHENSKA et al., 2017). 

 

Figura 1.9– Modelo de interações vírus-bactérias no desenvolvimento e progressão do 

câncer: (a) interação direta entre bactérias e vírus, resultando em inibição ou promoção de 

infecção viral na célula hospedeira; (b) interação indireta entre bactérias e vírus mediada 
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pela resposta do hospedeiro, através da ativação da resposta celular para produtos ou 

proteínas da bactéria. Figura modificada de Vyshenska et al. 2017. 

 

A microbiota vaginal saudável é a primeira linha de defesa contra infecções. A 

microbiota produz ácido lático e peróxido de hidrogênio que representam fatores 

protetores contra infecções (O’HANLON; MOENCH; CONE, 2013; MITRA et al., 

2016). 

1.5 O microbioma vaginal 

 
O microbioma cervicovaginal de mulheres saudáveis é composto por 

aproximadamente 300 taxa de bactéria que pode ser clusterizado e dividido em 

cinco grupos (Community State Types (CST)) com base na abundância das espécies 

(RAVEL et al., 2011) (Figura 1.10). O nome CST foi atribuído por Ravel em 2011, 

para descrever os clusters de bactérias observados nas amostras analisadas. Os 

clusters são denominados de I-V, de acordo com as bactérias dominantes (RAVEL 

et al., 2011). Os clusters I, II, III e V, apresentam Lactobacillus crispatus, 

Lactobacillus gasseri, Lactobacillus Iners e Lactobacillus jensenii como espécies 

dominantes, respectivamente. O cluster IV é descrito como o cluster de alta 

diversidade, apresentando alta frequência de espécies anaeróbicas, tais como 

Gardnerella, Megasphera, Atopobium and Prevotella. O desbalanço na composição 

da microbiota vaginal, dominante em Lactobacillus para o perfil de alta diversidade, é 

denominado disbiose bacteriana (RAVEL et al., 2011; FETTWEIS et al., 2014; VAN 

DE WIJGERT; JESPERS, 2017). Algumas mulheres com disbiose desenvolvem 

sintomas, tais como corrimento vaginal anormal, inflamação, odor e prurido, sendo 

caracterizado nestas condições o estado de vaginose bacteriana (WHITE et al., 

2011; MA; FORNEY; RAVEL, 2012).  Apesar de algumas mulheres apresentarem 

sintomas, grande parte delas são assintomáticas (FETTWEIS et al., 2014). 

Entretanto, ambas as mulheres sintomáticas e assintomáticas apresentam maior 

chance de adquirir HIV, HPV e outras infecções (VAN DE WIJGERT; JESPERS, 

2007). 
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Figura 1.10 - Heatmap dos taxa da microbiota vaginal encontradas em 394 mulheres 

em idade reprodutiva. A clusterização das amostras com base na composição das 

espécies e abundância das comunidades bacterianas vaginais demonstra a formação de 

cinco grupos de comunidades distintos (I – V), denominados de CSTs (do inglês, Community 

State Types). O índice de diversidade de Shannon calculado para 394 comunidades vaginais 

é demonstrado. Figura modificada de Ravel et al. 2011. 
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Os Lactobacillus apresentam alta abundância em amostras de mulheres 

saudáveis e foram descritos pela primeira vez em 1892 por Döderlein (MARTIN, 

2012). Os L. crispatus, L. gasseri e L. jensenii produzem ácido lático e H2O2, o que 

restringe o crescimento de outras bactérias, contribuindo para manutenção da 

microbiota saudável (TACHEDJIAN et al., 2017). O L. iners é considerado uma 

espécie de transição da microbiota saudável para a não-saudável, de alta 

diversidade (TACHEDJIAN et al., 2007) (Figura 1.11). O que distingue o L. iners dos 

outros Lactobacillus é a sua baixa produção de lactato e sua incapacidade em 

produzir H2O2, o que pode levar o estabelecimento de outras bactérias em mulheres 

L. iners-dominantes, como bactérias relacionadas à vaginose bacteriana (PETROVA 

et al., 2007; TACHEDJIAN et al., 2007). 

 

Figura 1.11- Grupos de microbiota vaginal. A microbiota vaginal pode ser dividida 

essencialmente em cinco grupos (I-V), destacados na figura. Estes grupos são divididos em 

estado saudável, de transição e de disbiose. O grupo III, dominante em L. iners, é 

representado como microbiota em transição entre estados saudáveis e de vaginose 

bacteriana. Figura modificada de Petrova et al. 2017.  

 

A proporção dos clusters da microbiota vaginal varia de acordo com a 
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ancestralidade das mulheres (RAVEL et al., 2011; FETTWEIS et al., 2014; GAO et 

al., 2015) (Figura 1.12). Mulheres de origem europeia apresentam maior frequência 

do cluster I (L. crispatus-dominante). Mulheres de origem asiática apresentam maior 

proporção do cluster III (L. iners–dominante) e mulheres africanas apresentam maior 

prevalência do cluster IV (alta diversidade). O cluster IV é associado ao maior risco 

de adquirir HPV, HIV e desenvolvimento de lesão intraepitelial cervical (MITRA et al., 

2016; GOSMANN et al., 2017). 

 

 

Figura 1.12- Microbiota vaginal e etnia. Gráficos em pizza dos grupos da microbiota 

vaginal dentro dos quatros grupos étnicos (asiático, europeu, africano e hispânico). Os 

clusters I, II, III e V, apresentam L. crispatus, L. gasseri, L. Iners e L. jensenii, como espécies 

dominante, respectivamente. O cluster IV é descrito como o cluster de alta diversidade, 

apresentando alta frequência de espécies anaeróbicas, tais como Gardnerella, Megasphera, 

Atopobium e Prevotella. Figura modificada de Ravel et al. 2011. 
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Estudos recentes demonstram que mulheres com o cluster IV apresentam 

maior produção de citocinas proinflamatórias, o que aumenta o recrutamento de 

células CD4+CCR5+ ativadas para a região da mucosa vaginal, favorecendo a 

infecção pelo HIV (ANAHTAR et al., 2015; GOSMANN et al., 2017) (Figura 1.13). 

 

 

Figura 1.13– Microbiota vaginal e infecção por HIV. Os grupos de microbiota vaginal 

(CST I e CST IV) representados apresentam diferenças na produção de citocinas pelas 

células cervicais. CST IV apresenta alta produção de citocina e recrutamento de células 

CD4, como representado. Modificado de GOSMANN et al., 2017. 

  

Além disso, a produção de citocinas como o TNF-alfa é associada a danos na 

parede do epitélio, o que poderia favorecer a maior infecção por HPV (AUDIRAC-
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CHALIFOUR et al., 2016). A presença do cluster IV também está associada ao maior 

risco de desenvolvimento de infecções persistentes e consequentemente de lesão 

(MITRA et al., 2016). Estudos transversais demonstram uma relação negativa entre 

a infecção por HPV e lesões cervicais com os clusters dominantes por Lactobacillus, 

com exceção de L. iners. A microbiota L. iners-dominante tem sido associada 

também a uma alta frequência da infecção por HIV, HPV e herpesvírus humano tipo 

2 (HSV-2) (PETROVA et al., 2017). 

Um estudo longitudinal comparando a microbiota de mulheres HPV-positivas 

e negativas demonstrou que a presença de L. gasseri está positivamente associada 

à eliminação do HPV (BROTMAN et al., 2014). Entretanto, os mecanismos pelos 

quais a microbiota está associada ao aumento da infecção persistente e eliminação 

do HPV ainda são desconhecidos.  

1.6 As infecções virais e a microbiota 

 

Atualmente, 36,7 milhões de pessoas vivem com HIV no mundo (Figura 1.13) 

(WHO, 2017). Em 2016, registrou-se 1,8 milhões de novos casos de infecção por 

HIV e um milhão de óbitos de pessoas HIV-positivas(WHO, 2017). A África é o 

continente com o maior número de pessoas infectadas por HIV, existindo no 

continente 25,6 milhões de casos estimados (WHO, 2017). A segunda região afetada 

pela infecção é o sudeste asiático, com 3,5 milhões de casos, seguido do continente 

americano, com 3,3 milhões de casos (WHO, 2017). 
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Figura 1.14- Estimativas de 2016 da Organização Mundial da Saúde para o números de 

pessoas vivendo com HIV no mundo. Figura modificada de WHO 2017. 

 

A transmissão heterossexual é a via mais frequente de transmissão do HIV 

(SHAW; HUNTER, 2012), sugerindo que a microbiota vaginal pode influenciar este 

processo. Vários estudos têm encontrado associação entre o risco da infecção por 

HIV e a presença de vaginose bacteriana e recentes estudos propõem o papel 

protetor de L. crispatus para a infecção (TACHEDJIAN et al., 2007). Adicionalmente, 

recentes estudos mostram que a concentração fisiológica de acido lático é capaz de 

inativar diferentes subtipos do HIV (ALDUNATE et al., 2013). O Lactobacillus é o 

principal produtor de ácido lático na microbiota vaginal (TACHEDJIAN et al., 2007). 

Em contraposição, as bactérias que compõem o cluster IV 

(Gardnerella, Megasphera, Atopobium e Prevotella), além de promover a ativação e 

recrutamento de células T-CD4+ para a mucosa vaginal, são capazes de reativar a 

infecção latente por HIV através da produção de ácido butírico (IMAI; OCHIAI, 2013) 

(Figura 1.15). As células infectadas pelo HIV na forma latente apresentam o genoma 



 

22 
 

proviral integrado ao genoma do hospedeiro, e o silenciamento da transcrição viral 

(KUMAR et al., 2015). A hipoacetilação de histonas e a metilação da região LTR viral 

são dois mecanismos descritos relacionados à latência viral (KUMAR et al., 2015). 

De forma interessante, o ácido butírico produzido pelas bactérias é capaz de inibir a 

atividade das deacetilases de histonas (HDAC) diretamente por competir com o 

substrato da enzima pela ligação no sítio ativo, o que induz a acetilação de histonas 

e a replicação do HIV, promovendo a ativação do HIV latente (IMAI; OCHIAI, 2013). 

 

Figura 1.15- Modelo de reativação celular do HIV-1 latente por bactérias produtoras de 

ácido butírico. Uma série de bactérias anaeróbicas encontradas na vagina produzem altas 

concentrações de ácido butírico, que atua como um potente inibidor de deacetilases de 

histonas (HDAC) e induz a remodelação da cromatina, levando à reativação do HIV. O 

regulador negativo inibe a transcrição através da ativação das proteínas HDAC, que 

promovem a desacetilação das histonas, inibindo a atividade de NF-kB. Na presença do 

ácido butírico, HDACs são inibidas, o que favorece a ativação da transcrição pela ação da 

proteína CBP(do inglês CREB binding protein), que induz a acetilação das histonas. Figura 

modificada de Imai e Ochiai 2013. 

Mulheres HIV-positivas tem um risco aumentado em desenvolver certos tipos 

de câncer (Tabela 1.1). Os cânceres podem ser divididos em câncer definidores e 

não-definidores de Aids (MONINI et al., 2004). Os definidores são associados à 

imunodeficiência causada pelo HIV e se desenvolvem devido à incapacidade do 

sistema imune de combater infecções causadas por oncovírus, como HPV e EBV 
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(MONINI et al., 2004). Entretanto, esta população também apresenta um elevado 

risco no desenvolvimento de cânceres não-definidores de Aids, devido à maior 

exposição a fatores de risco, como tabagismo, consumo de álcool, e exposição a 

infecções virais oncogênicas (PINZONE et al., 2012). 

Tabela 1.1- Cânceres associados à infecção por HIV 
 

TIPO DE CÂNCER RISCO RELATIVO 

COINFECÇÕES VIRAIS 

(PREVALÊNCIA DE 

DNA VIRAL NO 

TUMOR) 

DEFINIDORES DE AIDS   

Sarcoma de Kaposi 258 HHV8 (100%) 

Linfoma não-Hodgkin 78,1 EBV, HHV8 

Linfoma de Burtkitt 103 EBV (30%) 

Colo do útero (invasivo) 8,8 HPV (100%) 

NÃO DEFINIDORES DE AIDS   

Pulmão 2,8 ? 

Fígado 5,1 HBV, HCV 

Anal 49,9 HPV 

Colo do útero (pré-invasivo) 9,3 HPV 

Modificado de Monini et al. 2004. 

Estudos têm mostrado uma alta prevalência de infecção pelo HPV em 

mulheres HIV-positivas, quando comparado com HIV-negativas, apresentando uma 

chance aumentada de desenvolver lesões cervicais e consequentemente o câncer 

cervical (Adler et al. 2015; De Vuyst et al. 2008; Serraino et al. 1999). Mulheres HIV-

negativas comumente eliminam a maioria das infecções por HPV espontaneamente 

devido à resposta mediada pelas células T-CD4 (AHDIEH et al., 2001; 

PARAMSOTHY et al., 2009). Entretanto, tanto as mudanças no sistema imune 

quanto as mudanças nos níveis hormonais podem modular a eliminação das 

infecções pelo HPV (AHDIEH et al., 2001). De forma interessante, fatores como 

status hormonal, período menstrual e fatores genéticos podem também alterar a 

homeostase da microbiota vaginal, promovendo um estado de disbiose (aumento da 

diversidade bacteriana), o que pode aumentar a chance infecção por HPV, HIV, 

promover a persistência da infecção por HPV e aumentar o risco para 
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desenvolvimento do câncer cervical (GAJER et al., 2012; HICKEY et al., 2012; 

GOSMANN et al., 2017; KYRGIOU; MITRA; MOSCICKI, 2017; VITALI; WESSELS; 

KAUSHIC, 2017). Estudos têm mostrado que durante o período pós-parto existe 

uma diminuição de 100-1000 vezes dos níveis de estrogênio na circulação 

(HENDRICK; ALTSHULER; SURI, 1998; MACINTYRE et al., 2015). 

1.7 A microbiota vaginal e o período pós-parto  

 

A microbiota cervicovaginal desempenha um papel importante para a saúde 

da mulher e de sua prole, sendo uma das primeiras comunidades de bactérias a 

constituir a microbiota intestinal do neonato, com um profundo efeito no seu 

metabolismo e sistema imune (HOUGHTELING; WALKER, 2015). 

Durante a gravidez existe um domínio do gênero Lactobacullus. Este gênero 

desempenha um papel importante inibindo o crescimento de bactérias patogênicas e 

infecções virais através da secreção de acido lático, H2O2 e outros metabólicos 

(TACHEDJIAN et al., 2007). A dominância do gênero Lactobacillus está intimamente 

relacionada à produção de estrogênio (PETROVA et al., 2013; MUHLEISEN; 

HERBST-KRALOVETZ, 2016) (Figura 1.16). Durante a gestação existe um aumento 

nos níveis de produção de estrogênio, o que leva ao aumento da produção do 

glicogênio pelas células epiteliais da mucosa vaginal (SIITERI; MACDONALD, 1966; 

PETROVA et al., 2013). O glicogênio é utilizado pelo gênero Lactobacillus. Durante a 

gravidez, o aumento da produção do glicogênio é responsável pela estabilidade da 

microbiota dominante por Lactobacillus (MACINTYRE et al., 2015).  Após o parto, os 

níveis de estrogênio caem em até 100-1000x, o que contribui para a perda da 

estabilidade da microbiota dominante em Lactobacillus e contribui para o aumento 

da diversidade bacteriana durante o período pós-parto (MACINTYRE et al., 2015). A 

mudança observada na composição durante o período pós-parto ocorre 

independentemente da etnia (MACINTYRE et al., 2015). 
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Figura 1.16- Mudanças na mucosa e microbiota vaginal decorrentes da produção de 

estrogênio. Os níveis baixos de estrogênio resultam em mucosas finas e baixos níveis de 

glicogênio, que estimulam o crescimento de diversas espécies microbianas. Os níveis de 

glicogênio aumentam, devido ao aumento dos níveis de estrogênio. A degradação de 

glicogênio em glicose seleciona microorganismos fermentadores de glicose tais como 

Lactobacillus, Estes reduzem o pH vaginal e previnem o crescimento de bactérias 

patogênicas. Figura modificada de Petrova et al. 2013. 

 
Estudos relatam que 10 a 70% dos casos de displasia diagnosticados durante 

a gravidez regridem ou até mesmo desaparecem no período pós-parto (FREGA et 

al., 2007).  A neoplasia cervical é relatada em 25-47% dos casos e a progressão em 

3-30% dos casos (FREGA et al., 2007). Adicionalmente, estudos mostram um 

aumento da eliminação do HPV no período pós-parto; cerca de 70-90% das 

mulheres eliminam a infecção por HPV neste período (JALIL et al., 2013). 

Entretanto, uma pequena parte das mulheres (cerca de 10-30%) não eliminam a 

infecção, podendo desenvolver lesões cervicais.  

Pouco é conhecido sobre a microbiota cervical presente no período pós-parto 

em mulheres HIV-positivas com lesão cervical. Sendo assim, neste trabalho foi 

avaliado o perfil da microbiota vaginal no período pós-parto de mulheres HIV-

positivas com lesão e sem lesão intraepitelial cervical. Nossa hipótese é a de que 

mulheres HIV-positivas com lesão cervical no período pós-parto apresentam uma 

microbiota distinta quando comparadas àquela de mulheres com citologia normal. 
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2 Objetivos 

2.1 Objetivo principal: 

 
Neste estudo analisamos a diversidade da microbiota cervicovaginal de 

mulheres HIV-positivas no período pós-parto, a fim de detectar possíveis 

biomarcadores que poderiam estar associados ao desenvolvimento de lesões 

intraepiteliais cervicais. Neste contexto, o objetivo principal do trabalho foi avaliar o 

perfil da microbiota cervical no período pós-parto de mulheres HIV-positivas com e 

sem lesões intraepiteliais cervicais. 

2.2 Objetivos secundários:  

 

 Determinar os grupos de comunidades bacterianas (CSTs) presentes nas 

amostras;  

 Avaliar a associação das CSTs com o período pós-parto, o status HPV e com 

lesão cervical; 

 Avaliar a associação dos tipos de HPV (16 e não-16) com as CSTs; 

 Avaliar a associação de outros vírus circulares com as CSTs; 

 Analisar o perfil de bactérias em mulheres com e sem lesão cervical e 

determinar possíveis biomarcadores bacterianos para lesões. 
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3 Material e Métodos  

3.1 Amostras coletadas 

 
Oitenta mulheres em acompanhamento clínico do programa para grávidas HIV-

positivas do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagão Gesteira (IPPMG) da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) participaram deste estudo. A 

infecção por HIV foi confirmada sorologicamente pelo teste rápido de HIV ou pelo 

teste de ELISA e subsequentemente por Western blot de acordo com a diretrizes 

para o diagnóstico de HIV do Ministério da Saúde.  

 O acompanhamento clínico das pacientes foi realizado no período de 2009 a 

2011. O esfregaço cervical foi realizado durante o acompanhamento clínico. Utilizou-

se neste estudo as coletas realizadas no período pós-parto, seis e 12 meses após o 

parto. Todas as pacientes estavam, no momento do estudo, sobre tratamento 

antirretroviral. As informações de citologia foram obtidas pelo exame ginecológico e 

foram classificadas de acordo com o sistema de Bethesda 2001(SOLOMON et al., 

2002). 

Para o estudo de perfis de CSTs da casuística estudada, somente uma 

amostra temporal de cada paciente foi utilizada. Assim, das oitenta mulheres 

arroladas no estudo, 26 foram analisadas no período pós-parto de 6 meses e 54 no 

período pós-parto de 12 meses. Na análise longitudinal, 25 destas mulheres tiveram 

ambos os pontos de coleta (6 e 12 meses) analisados, totalizando 50 amostras 

pareadas. Utilizou-se como critério de seleção das mulheres para análise 

longitudinal a informação citológica dos dois pontos de coleta. Mulheres que 

apresentavam informação citológica em apenas um dos pontos foram excluídas da 

análise longitudinal, assim como mulheres que apresentavam citologia 

ASCUS/ASGUS em um dos pontos. Incluindo as duas análises propostas, um total 

de 105 amostras foram analisadas neste estudo ( Figura 3.17). 
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Figura 3.17-  Esquema do fluxo das amostras utilizadas neste estudo. 

 
As informações clínicas, obstétricas e sócio-demográficas foram obtidas dos 

registros médicos e de um questionário respondido pelas participantes. O estudo foi 

aprovado pelos Comitês de Ética da UFRJ (protocolos 029/08 para o Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho e 18/10 para o IPPMG) e do Instituto Nacional 

do Câncer (INCA) (protocolo 142/10). Todas as participantes leram e assinaram um 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes da realização do estudo. Todos 

os procedimentos experimentais envolvendo a coleta das amostras foram realizados 

de acordo com as diretrizes e regulamentações do Comitê Nacional de Ética em 

Pesquisa (CONEP) do Brasil. 

3.2 Extração de DNA e tipagem do HPV  

 
O DNA genômico foi extraído dos esfregaços cervicais com o kit RBC 

Genomic DNA Extraction (Realbiotech, Taiwan), de acordo com o protocolo de 

fabricante, e estocado a -20ºC.  

O HPV foi detectado pela PCR realizada em duas etapas (aninhada) de um 

fragmento do gene L1 usando os iniciadores MY09/MY11 e GP5/GP6 e as 

condições de PCR conforme descritos por Siqueira (2016). O produto da segunda 

reação de PCR foi visualizado por eletroforese em gel de agarose a 1,5% com 
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banda de aproximadamente 150pb. As amostras positivas para HPV foram 

purificadas utilizando o kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE 

Healthcare Life Sciences, Chicago, EUA) e sequenciadas por Sanger. As sequências 

obtidas pelo sequenciamento foram editadas e o tipo de HPV foi identificado por 

BLAST (Siqueira, 2016).  

3.3 Amplificação e análise do rRNA 16S bacteriano  

 
 A região V3-V6 do gene ribossomal 16S bacteriano foi amplificada usando os 

iniciadores universais 338F e 1061R, descritos em estudo prévio como sendo 

capazes de amplificar mais de 90% das sequências de 16S anotadas no banco de 

dados Greengenes (ONG et al., 2013). 

 A reação de PCR da região V3-V6 foi realizada utilizando 5 µl do tampão da 

enzima Taq Platinum 10X, 1,5µl de MgCl2  (a 50mM), 0,4µl do mix de dNTP (a 

25mM), 1µl de cada iniciador (a 25 pmol/µl) e 0,25 µl de Taq Platinum polimerase (a 

5U/µl). O volume final da reação foi ajustado para 50 µl usando água livre de RNase 

e DNase (Life Technologies, Carlsbad, EUA). A ciclagem foi realizada com uma 

etapa inicial de desnaturação a 95°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 

desnaturação (95ºC, 30s), anelamento (59°C, 30s) e extensão (72°C, 1 minuto), e 

um ciclo final de elongação (72°C, 10 minuto). O produto da PCR foi visualizado por 

eletroforese em gel de agarose a 1,5% e amostras que apresentaram bandas nos 

tamanhos de 700 e 1000 pb foram purificadas usando o kit Illustra GFX PCR DNA 

and Gel Band Purification. A variação do tamanho das bandas ocorre devido à 

variação do tamanho das regiões variáveis do gene 16S nas diferentes espécies de 

bactérias.  

O produto purificado foi quantificado no NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, EUA), e 0,4 ng de DNA foi usado no kit Nextera XT DNA Sample 

Preparation (Illumina Inc., San Diego, EUA) para preparar as bibliotecas para o 

sequenciamento na plataforma Illumina HiSeq 2500. As bibliotecas foram 

quantificadas por qPCR com o kit KAPA Library Quantification (KAPA Biosystems, 

Wilmington, EUA) e diluídas para concentração final de 10 pM. As bibliotecas 

diluídas foram adicionadas a uma flow cell. A flow cell é uma lâmina que apresenta 

oligonucleotídeos em sua superfície que são complementares às sequências 

adaptadoras adicionadas ao DNA durante a confecção das bibliotecas. Após a 

adição das bibliotecas à flow cell, é realizada a clusterização. A clusterização foi 

realizada no cBot (Illumina) para a realização da amplificação clonal das sequências 
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das bibliotecas na flow cell. Após a clusterização, o sequenciamento foi realizado 

utilizando a plataforma Illumina® HiSeq 2500 (Illumina). 

Ao final do sequenciamento, as sequências (reads) em formato BCL foram 

convertidas para FASTQ usando o software BCL2FastQ2v.2.18 (Illumina), os reads 

de cada amostra foram identificados utilizando os barcodes utilizados e, por último, 

as sequências dos barcodes foram retiradas. A análise de qualidade dos reads foi 

realizada usando o programa FastQC (Babraham Bioinformatics, Cambridge, UK) e 

os reads foram filtrados por tamanho (100pb) e qualidade (>20) usando o script 

split_libraries_fastq.py do QIIME (do inglês Quantitative Insights Into Microbial 

Ecology) (CAPORASO et al., 2010). Após a filtragem dos reads, as OTUs (do inglês 

operational taxonomic units) foram definidas usando o script 

pick_closed_reference_otus.py  do QIIME e utilizando o banco de dados 

Greengenes. As OTUs são clusters de sequências com similaridade, geralmente, de 

97%. Estes clusters são utilizados para definição da abundância e taxa das 

bactérias. Na etapa da anotação do táxon, uma única sequência do cluster é 

comparada com o banco de dados de 16S e o táxon é definido. Este processo 

otimiza o tempo das análises e geralmente não requer um computador de alta 

performance.    

Apenas as OTUs que foram assinadas com a referência (banco de dados 

Greengenes) foram analisadas neste estudo. OTUs que apresentaram abundância 

menor que 0,005% em todas as amostras forma descartadas, e as OTUs 

remanescentes foram definidas nos níveis de filo, classe, ordem, gênero e espécie. 

Para definição dos grupos de comunidades bacterianas, utilizou-se a 

clusterização não-supervisionada baseada nas métricas de dissimilaridade Bray-

Curtis. Utilizou-se o Bray-Curtis para definir os clusters das amostras de acordo com 

a abundância e diversidade dos táxons presentes. Os clusters foram definidos de 

acordo com a classificação da literatura, onde são denominados de CSTs (GAJER et 

al., 2012; BROTMAN et al., 2014; FORNEY; RAVEL, 2014). As CSTs são 

classificadas em CST I, II, III, IV e V, de acordo com os tipos de bactéria dominante. 

A diversidade de cada CST foi estimada usando o índex de Shannon e a métrica de 

diversidade filogenética (Phylogenetic Diversity - PD). Todos os gráficos e análises 

foram conduzidos usando o ambiente R. 

3.4 Amplificação de DNA viral circular e identificação dos vírus  

 
O viroma e bacterioma de 22 amostras foram analisados para as amostras 
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que apresentaram informações tanto das CSTs definidas neste estudo quanto a 

informação dos viromas definidos em um estudo prévio do grupo (SIQUEIRA, 

2017).Para a caracterização do viroma foi realizado o enriquecimento do DNA 

circular pela amplificação do círculo rolante (RCA – do inglês Rolling Circle 

Amplification) utilizando o kit TempliPhi Amplification (GE Healthcare, São Paulo, 

Brasil), seguindo o protocolo do fabricante. O DNA enriquecido foi analisado em gel 

de agarose a 0,8% em tampão NaOH 1X, e as amostras que apresentaram bandas 

de alto peso molecular foram purificadas por precipitação usando o protocolo de 

etanol/Isopropanol (SIQUEIRA, 2017). Após a purificação o produto foi 

ressuspendido em 20µl de H2O ultrapura e armazenado a -20°C. O DNA enriquecido 

purificado foi quantificado em plataforma NanoDrop (Thermo Fisher Scientific), e 0,4 

ng de DNA foi usado no kit Nextera XT DNA Sample Preparation (Illumina) para 

preparar as bibliotecas para o sequenciamento no Illumina, plataforma HiSeq 2500. 

As bibliotecas foram quantificadas por qPCR com o kit KAPA Library Quantication 

(KAPA Biosystems) e diluídas para concentração final de 10 pM. As bibliotecas 

diluídas foram clusterizadas, e o sequenciamento foi realizado utilizando a 

plataforma Illumina® HiSeq 2500, conforme descrito previamente. 

 No final do sequenciamento os reads em formato BCL foram convertidas 

para FASTQ usando o BCL2FastQ2 software (versão 2.18, Illumina Inc.) e a 

sequência dos barcodes foram retiradas. A análise de qualidade dos reads foi 

realizada usando o programa FastQC (Babraham Bioinformatics) e os reads foram 

filtrados por tamanho (100pb) e qualidade (>20) no programa Sickle (JOSHI; FASS, 

2011). 

A etapa da definição das famílias virais foi realizada com a utilização de um 

pipeline in house (SIQUEIRA, 2017), para a montagem de contigs e identificação 

viral por similaridade. Este pipeline apresenta etapas de filtragem de sequências 

não-virais, de remoção de reads duplicados, montagem de novo e, por fim, de 

identificação viral por similaridade. Os programas utilizados no pipeline foram o 

Bowtie 2 (Langmead eSalzberg 2012), Ensemble Assemblerv.1.0 (DENG et al., 

2015) e BLASTX (CAMACHO et al., 2009). O Bowtie 2 é utilizado para alinhar os 

reads filtrados contra o banco de dados de bactérias e contra o genoma humano, 

removendo posteriormente os reads que apresentam similaridade. Em seguida, os 

reads idênticos foram removidos e foi mantida apenas uma cópia de cada sequência 

, que é submetida à montagem de novo utilizando o Ensemble Assembler v.1.0. Os 

contigs gerados, assim como os reads, foram comparados através do programa 
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BLASTX com o banco de dados de proteínas virais do RefSeq 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/). As sequências que apresentaram resultado 

com e-value (do inglês expect value) menor que 0,01 foram comparadas com o 

programa BLASTX a um banco de dados de proteínas não-virais extraído do 

RefSeq. Por fim, os reads que mantiveram a classificação no BLASTX para vírus 

foram considerados na análise e classificados aos níveis de família e gênero.  

A quantidade de reads atribuídos a cada gênero viral das famílias foi 

normalizada através do cálculo do log10 de 1 mais a divisão do número de reads 

atribuídos a cada gênero ou família viral dividido pelo total de sequências 

submetidas ao programa BLASTX multiplicado por um milhão (log10 (1+ (reads 

atribuídos a família ou gênero viral/ total de reads submetidos ao 

BLASTX*1.000.000), como descrito em um trabalho prévio do grupo (SIQUEIRA, 

2017).  

3.5 Análises estatísticas 

 
 A frequência da citologia cervical (normal e lesão) e status HPV foram 

comparadas entre os dois pontos de coleta do estudo (seis e 12 meses pós-parto) 

usando o teste qui-quadrado de Pearson no software SPSS (IBM Corporation, 

Chicago, EUA). O teste qui-quadrado de Pearson também foi utilizado para 

comparar a distribuição das frequências das CSTs com a citologia cervical (normal X 

lesão), status HPV (positivo X negativo) e entre os pontos de coleta (seis X12 

meses). A diversidade das CSTs (índices de Shannon e PD) foi comparada entre os 

tipos de CSTs utilizando o teste não-paramétrico de Mann-Whitney no SPSS. A 

frequência das CSTs e o tipo de HPV (16 e não-16) foram comparados usando a 

teste MCNemar no SPSS. As porcentagens de reads das famílias virais 

(Herpesviridae, Genomoviridae e Anelloviridae) nas CSTs foram comparadas 

usando o teste Wilcoxon no SPSS. Adicionalmente, o teste MCNemar foi realizado 

para comparar a distribuição das CSTs e a frequência das famílias virais (<1% e 

>1%) no SPSS. O scatter plot para CSTs e famílias virais foi construído usando o 

programa GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA).  

O LEfSe (do inglês Linear Discriminative Analysis (LDA) Effect Size) foi usado no 

ambiente Galaxy para a identificação das bactérias com diferença significativa de 

abundância relativa entre a citologia normal e a lesão, indicando possível 

biomarcador. A ferramenta usa o teste Kruskal-Wallis e estima o tamanho do efeito 

através da métrica LDA; foi utilizado um intervalo de confiança de 99% nesta análise. 
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Entretanto, apesar de amplamente utilizado, o LEfSe não realiza correção para 

múltiplas comparações, podendo existir falsos-positivos entre os valores de p 

significativos. A correção do p-valor dado pelo LEfSe foi realizada no ambiente R.     

A razão de chance (do inglês odds ratio, OR) para presença de táxons 

associados a lesão foi calculada usando o Microsoft Excel para Windows. O p-valor 

foi estimado de acordo com Sheskin (2004). As análises longitudinais foram 

conduzidas em amostras pareadas que mantiveram (lesão/lesão, normal/normal) ou 

mudaram (lesão/normal, normal/lesão) o status citológico. Diferenças significativas 

na abundância relativa dos táxons nas amostras pareadas foram calculadas usando 

o teste de Wilcoxon no SPSS.  

 

4 Resultados  

 

4.1 Características sócio-demográficas e clínicas da casuística 

 

Para a descrição sócio-demográficas das participantes do estudo, as 

frequências e medianas das variáveis categóricas e quantitativas foram calculadas. 

A mediana de idade das participantes foi de 28 anos. Aproximadamente 60% das 

mulheres nunca fumaram. A mediana de idade da primeira relação sexual foi de 15 

anos, 70% das mulheres tiveram mais de três parceiros até a data da coleta e 48% 

das mulheres usavam contraceptivo hormonal antes da gravidez (Table 4.2). 
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Tabela 5.2- Informações sócio-demográficas das pacientes do estudo 
 

Mediana Idade (min-máx) 28 (17-44) 

Fumo (%,N/Total)  

Fuma atualmente 15 (12/80) 

Fumou no passado 26 (21/80) 

Nunca fumou 58 (46/80) 

N/A* 1 (1/80) 

Mediana da idade da 1ª relação sexual (min-máx) 15 (9-25) 

Número de parceiros (%,N/Total)  

1 a 3 parceiros 30 (24/80) 

>3 parceiros 70 (56/80) 

Método contraceptivo (%,N/Total)  

Hormonal 48 (38/80) 

Preservativo 33 (27/80) 

Outros 2 (2/80) 

Nenhum 16 (13/80) 

Estado civil (%, N/Total)  

Solteira 31 (25/80) 

União estável 56 (45/80) 

Casada 11 (9/80) 

Divorciada 1 (1/80) 

Mediana da idade da menarca (min-máx) 12 (9-16) 

Nível de instrução (%,N/Total)  

Analfabeta 1 (1/80) 

1º grau incompleto 11 (9/80) 

1º grau completo 44 (35/80) 

2º grau incompleto 13 (10/80) 

2º grau completo 26 (10/80) 

3º grau incompleto 0 (0/80) 

3º grau completo 5 (4/80) 
* Informação não disponível 

 

As medianas da contagem de células T CD4+ e carga viral do HIV foram de 

579 células/µl e 344 cópias/ml no período de seis meses pós-parto e de 548 

células/µl e 409 cópias/ml em 12 meses pós-parto, respectivamente. Não houve 

diferença significativa entre os períodos. 

A frequência de mulheres HPV-negativas foi significativamente maior em 12 

meses do que em seis meses (8% versus 37%) (Tabela 4.3). Entretanto, a 

frequência de mulheres HPV-positivas com lesão (LSIL/HSIL) foi maior em 12 meses 

pós-parto.  



 

35 
 

 

Tabela 4.3- Frequência do status de HPV e da citologia cervical no período de 
seis e 12 meses pós-parto 

  
6 meses % 

(n=26) 
12 meses % 

(n=54) 
p-valor* 

Citologia 
cervical 

Normal 65 (17/26) 46 (25/54) 
0.109 

Lesão 35 (9/26) 54 (29/54) 

HPV 
Positivo 92 (24/26) 63 (34/54) 

0.006 
Negativo 8 (2/26) 37 (20/54) 

Citologia/ HPV 
positiva 

Normal 58 (15/26) 15 (8/54) 
0.003 

Lesão 38 (9/26) 48 (26/54) 

Citologia- HPV 
negativo 

Normal 8 (2/26) 31 (17/54) 
0.556 

Lesão 0 (0/26) 6 (3/54) 
*
Teste de qui-quadrado de Pearson. 

4.2 Microbioma e diversidade 

 
A definição dos clusters ou grupos de comunidades bacterianas foi realizada 

através da clusterização não-supervisionada das amostras. Quatro CSTs foram 

definidas de acordo com a literatura e partir de nossos próprios dados, CST III e CST 

IV (IV-A, IV-B.1 e IV-B.2) (Figura 4.18). A classificação das CSTs se dá pelo perfil ou 

espécie de bactéria dominante no cluster. As CSTs I, II, III e V apresentam 

predominância de espécies de Lactobacillus (L. crispatus, L. gasseri, L. Iners e L. 

jensenii, respectivamente) e a CST IV apresenta alta diversidade de bactérias, com 

alta abundância de bactérias anaeróbicas. A CST IV pode ser subdividida, como 

mostrado nos resultados, em dois tipos, denominados de CST IV-A, CST IV-B (1 e 2) 

de acordo com seu perfil de bactérias (GAJER et al., 2012; BROTMAN et al., 2014; 

FORNEY; RAVEL, 2014) (Figura17). A CST IV-A apresenta alta diversidade 

bactérias e baixa proporção das espécies de Lactobacillus. Adicionalmente, neste 

estudo descreve uma subdivisão do cluster da CST IV-B. Os clusters com 

predominância dos gêneros Gardnerella e Prevotella foram distinguíveis pelo método 

de clusterização e denominados de CST IV-B.1 e CST IV-B.2, respectivamente. 

(Figura 4.18). 
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Figura 4.18 - Heatmap gerado pela clusterização hierárquica não-supervisionada dos 

taxa definidos. As CSTs foram definidas com base na métrica de dissimilaridade Bray-

Curtis e são mostradas na barra inferior da figura, assim como também pelo dendrograma 

no topo da figura. O status de HPV, a citologia cervical e o período pós-parto estão 

representados por cores de acordo com a legenda à direita da figura. A CST III é 

Lactobacillus iners-dominante; CST IV-A tem uma baixa proporção de Lactobacillus e uma 

alta diversidade; CST IV-B.1 é Gardnerellavaginalis-dominante e CST IV-B.2 é Prevotella-

dominante. Todos os taxa mostrados no gráfico apresentaram abundância relativa ≥1%. 
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A fim de avaliar o valor da diversidade das CSTs encontradas, o índice de 

Shannon e a diversidade filogenética (PD) foram calculadas. Ambos os testes 

calculam a diversidade, porém usando diferentes métricas. O índice de Shannon 

leva em consideração o número de espécies observadas e atribui pesos iguais entre 

as espécies raras e abundantes. Já o PD calcula a diversidade com base nas 

distâncias entre os ramos da árvore filogenética dos táxons definidos.  

Os valores dos índices de Shannon e PD apresentaram uma diversidade 

significativamente menor no CST III quando comparado ao CST IV (IV-A, IV-B.1, IV-

B.2). A análise de PD também demonstrou uma diferença significativa entre os 

clusters CST IV-B.2 e CST IV-A  (Figura 4.19). 
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Figura 4.19–Box plot da análise da diversidade das CSTs usando(a) o índice de 

Shannon e (b) a diversidade filogenética. As análises em (a) e (b) foram realizadas para 

cada CST definida. O teste de Mann-Whitney foi realizado para comparar a diversidades 

entre cada CST e os valores de p significativos, inferiores a 0,05, são representados nas 

linhas horizontais acima dos gráficos. 

 

 Estes resultados demonstram que a população de estudo apresenta uma alta 

frequência da microbiota de alta diversidade (CST IV), não sendo detectada nesta 

população a presença das CSTs I, II e V que apresentam espécies de Lactobacillus 



 

39 
 

dominante, com exceção da CST III (L. iners-dominante).  

A distribuição das CSTs III e IV (IV-A, IV-B.1, IV-B.2) das amostras foi 

analisada para o período pós-parto (6 x 12 meses), status de HPV (positivo x 

negativo) e status citológico (normal x lesão) (Tabela 4.4). Contudo, não foram 

observadas diferenças significativas em nenhuma das comparações, o que sugere 

que a microbiota no período pós-parto é estável, não sofrendo variações dentro das 

variáveis analisadas. 

 
Tabela 4.4- Frequência da distribuição das CSTs (III e IV) para citologia cervical, 
status de HPV e período pós-parto 
 

 CST III % 
(N/Total) 

CST IV % 
(N/Total) 

p-valor* 

Pós-parto 
6 meses 27 (9/33) 36 (17/47) 

0.403 
12 meses 73 (24/33) 64 (30/47) 

Citologia cervical 
Normal 54 (24/33) 51 (24/47) 

0.759 
Lesão 46 (15/33) 49 (23/47) 

HPV 
Negativo 33 (11/33) 23 (11/47) 

0.328 
Positivo 67 (22/33) 77 (36/47) 

* Teste de qui-quadrado de Pearson. 

4.3 Viroma e bacterioma 

 

Adicionalmente, as frequências das CSTs (III e IV) para os tipos de HPV (16 e 

não-16) e para as famílias virais identificadas pela metodologia de RCA em um 

estudo prévio do grupo (SIQUEIRA, 2017) foram analisadas. Foram identificadas 

quatro famílias virais pela metodologia, Papillomaviridae, Anelloviridae, 

Genomoviridae e Herpesviridae.  

A família Papillomaviridae foi analisada quanto ao tipo de HPV presente (16 e 

não-16) e a sua distribuição dentro das CSTs III e IV (Figura 4.20). A distribuição do 

tipo de HPV não-16 foi significativamente maior nas amostras que apresentaram 

CST IV. 
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Figura 4.20 – Distribuição dos genótipos de HPV (16 e não-16) nas CSTs (III e IV). Os 

gráficos em pizza mostram a distribuição dos tipos de HPV (16 e não-16) nas amostras que 

apresentam CSTs III e IV. O p-valor foi calculado usando o teste MCNemar. 

 

As abundâncias das outras famílias virais encontradas nas amostras (Anelloviridae, 

Genomoviridae e Herpesviridae) para o tipo de CST (III e IV) correspondentes foi 

analisada. Realizou-se a análise utilizando um valor de corte de 1% na abundância 

das famílias virais (Figura 4.21). A abundância superior a 1% foi significativamente 

associado à CST IV para as três famílias virais, Anelloviridae, Genomoviridae e 

Herpesviridae. Estes dados sugerem a associação dos tipos de CSTs com a 

infecção das diferentes famílias virais. 
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Figura 4.21- Análises de associação das CSTs (III e IV) com a infecção por famílias virais de 

DNA circular. O valor de corte da abundância das famílias virais de 1% ( >1 e <1) é 

mostrado no eixo x dos gráficos. Os valores de p foram obtidos pelo teste MCNemar.  

4.4 Análise de biomarcadores de lesão 

 

Os diferentes táxons identificados com o pipeline do QIIME foram comparados  

para o status citológico (normal x lesão) usando a análise de LEfSe. A análise 

demonstrou cinco táxons associados com lesões (Gardnerella vaginallis, 

Aerococcus, Schlegelella thermodepolymerans, Moryella e Bifidobacterium bifidium), 

todos com alta abundância em lesões quando comparados com a de citologia 

normal (Figura 4.22). Porém, quando realizou-se as correções para múltiplas 

comparações, apenas Moryella permaneceu significativa (q-valor= 0.036) (Figura 

4.22c). Entretanto, devido ao fato da análise de LEfSe sugerir associações 

significativas, decidimos manter todas as cinco bactérias nas análises seguintes a 

fim de avaliar a potencial associação dos táxons com lesões cervicais.   

p-valor = 0,001 

p-valor < 0,001 

p-valor = 0,021 
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Figura 4.22- Análise de possíveis biomarcadores de lesão cervical indicados pelo 

LEfSe. (a) Histograma do valor do LDA (log 10) mostrando bactérias que apresentaram 

maior abundância relativa em lesões cervicais (vermelho) quando comparadas a citologias 

normais. Somente diferenças estatisticamente significativas são mostradas. (b) Histogramas 

mostrando a abundância relativa em citologia normal e lesão dos cinco taxa. As linhas pretas 

sólidas e pontilhadas nos gráficos indicam os valores de abundância relativa média e 

mediana para cada grupo, respectivamente. (c) Os valores de p obtidos pela análise de 

LEfSe e os valores de p corrigidos para comparações múltiplas (q-valores) são mostrados. 

 
As razões de chance (OR) foram calculadas para estimar o risco da presença 
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destas bactérias em lesões. Schlegelella thermodepolymerans e Moryella 

apresentaram significativa razão de chance,de 3,5 (1,4–8,9) e 40,1 (2,28–706), 

respectivamente, para lesões (Tabela 4.5). O teste de qui-quadrado confirmou a 

associação.  

 

Tabela 4.5- Razões de chance (OR) para a ocorrência de bactérias específicas 
em lesões cervicais 
 

 
1
Teste de qui-quadrado de Pearson. 

2
Teste de qui-quadrado de Pearson após correção de Bonferroni. 

3
OR foi calculado de acordo com a modificação de Haldane, que adiciona 0.5 para todas as células 

quando um dos valores é zero. 

4
 Calculado de acordo com Sheskin, 2004. 

 

 Adicionalmente, os táxons significativos na análise de LefSe foram analisados 

longitudinalmente em amostras pareadas coletadas em seis e 12 meses pós-parto. 

Um total de 25 mulheres foram analisadas, sendo 16 amostras que mantiveram a 

citologia (normal ou lesão), cinco amostras que regrediram (lesão para normal) e 

quatro amostras que progrediram (normal para lesão). Somente Gardnerella 

vaginalis apresentou significativa diferença na abundância relativa nas amostras que 

regrediram de lesão para normal, apresentando maior abundância nas amostras 

com lesão (Figura  4.23).  
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Figura 4.23- Análise longitudinal da abundância relativa de taxa bacterianos em 

amostras longitudinais pareadas.  A abundância relativa para os cinco taxa bacterianos 

das amostras coletadas nos pontos de seis e doze meses pós-parto que regrediram (lesão 

para normal) (em roxo), progrediram (normal para lesão) (em azul) ou mantiveram-se 

normais (em verde) ou com lesão (em rosa) nos resultados da citologia são mostradas na 

figura. O teste de Wilcoxon foi realizado com intervalo de confiança de 95% e o valor de p foi 

significativo apenas para o táxon Gardnerella, no grupo que regrediu a lesão (p = 0,043). 
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5 Discussão 

 
Mulheres infectadas pelo HIV apresentam maior risco de infecção por HPV, 

persistência e desenvolvimento de câncer de colo do útero quando comparadas com 

mulheres HIV-negativas (Aoki e Tosato 2004). No corrente estudo demostra que 

mulheres HIV-positivas coinfectadas com HPV no período de 12 meses pós-parto 

apresentam maior frequência de lesões pré-malignas cervicais do que mulheres no 

período de seis meses pós-parto. A persistência da infecção por HPV é um fator 

essencial, mas não suficiente, para o desenvolvimento das lesões cervicais e do 

câncer de colo do útero. Recentemente, tem sido proposto o papel da disbiose da 

microbiota cervical no desenvolvimento de doenças cervicais, tais como o câncer de 

colo de útero (OH et al., 2015; MITRA et al., 2016). Vários estudos mostraram uma 

associação de microbiota cervical de alta diversidade com a infecção por HPV, 

desenvolvimento de lesão e do câncer cervical, além de um risco maior para 

infecção por HIV (LEE et al., 2013; BORGDORFF et al., 2014; GOSMANN et al., 

2017). Apesar dos diferentes trabalhos publicados sobre o tema, o perfil da 

microbiota em mulheres infectadas pelo HIV no período pós-parto é desconhecido. 

Mulheres HIV-negativas apresentam no período pós-parto uma microbiota 

cervical de alta diversidade e este aumento da diversidade se deve provavelmente à 

queda dos níveis de estrogênio após o parto (MACINTYRE et al., 2015). No presente 

estudo, o perfil da microbiota cervical em mulheres HIV-positivas no período pós-

parto foi descrito. Quatro CSTs identificadas foram denominadas de CSTs III, IV-A, 

IV-B.1 e IV-B.2, de acordo com estudos prévios (GAJER et al., 2012; BROTMAN et 

al., 2014; FORNEY; RAVEL, 2014). A CST III apresenta predominância do 

Lactobacillus iners, enquanto as CSTs IV (A e B) são comunidades de alta 

diversidade dominadas por bactérias anaeróbicas. Não foram encontradas as CSTs 

I, II e V descritas em estudos anteriores que apresentam predominância das 

espécies L. crispatus, L. gasseri e L. jensenii, respectivamente (RAVEL et al., 2011). 

O L. crispatus (CST I) está presente em alta frequência na microbiota vaginal de 

mulheres de ascendência europeia e asiática (RAVEL et al., 2011; FETTWEIS et al., 

2014). A ausência desta CST entre as nossas amostras é congruente com a 

observação de que o L. crispatus está associado à redução da infecção pelo HIV e 

geralmente está ausente ou em baixa frequência em mulheres infectadas pelo HIV 

(GOSMANN et al., 2017). Além disso, a composição das CST é diferente entre 

grupos étnicos distintos, como, por exemplo, entre grupos de ascendência europeia 
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e africana. Estudos mostraram que as mulheres de ascendência africana têm maior 

prevalência de CST IV quando comparadas às de ascendência asiática e europeia 

(Larry J. Forney e Jacques Ravel 2014; Fettweis et al. 2014). A população brasileira 

é altamente miscigenada, devido à sua história de colonização (CALLEGARI-

JACQUES et al., 2003; SANTOS et al., 2016). Dito isto, não podemos deixar de 

destacar a possível influência étnica das mulheres deste estudo sobre o perfil da 

microbiota cervical, já que todas elas apresentam ascendência com forte 

contribuição africana. 

As CSTs IV-A e B são caracterizadas por terem uma grande diversidade de 

bactérias e uma proporção modesta ou ausente de Lactobacillus sp., enquanto o 

CST IV-B mostra uma maior frequência de bactérias, como Prevotella, Gardnerella, 

Atopobium, Mobiluncus (GAJER et al., 2012; BROTMAN et al., 2014; FORNEY; 

RAVEL, 2014). Adicionalmente, neste trabalho foi descrita uma subdivisão da CST 

IV-B emIV-B.1 (Gardnerella-dominante) e IV-B.2 (Prevotella-dominante). Entretanto, 

apesar da formação dos dois clusters distintos, não foi observada diferenças 

significativa entre diversidade pelo índice de Shannon e pela diversidade 

filogenética. 

A CST IV tem sido associado à infecção por HPV e por HIV e a lesões 

interaepiteliais cervicais (LEE et al., 2013; BORGDORFF et al., 2014; GOSMANN et 

al., 2017). Este estudo demonstrou que a CST IV (A e B) compreendeu uma alta 

proporção (59%) entre as amostras, porém não houve diferença significativa na 

distribuição das CSTs para o status de HPV, a presença de lesão e o período pós-

parto (seis versus 12 meses). Em congruência com nossos dados, um estudo 

anterior relatou uma alta frequência da CST IV entre as mulheres positivas para HIV 

e HPV (DARENG et al., 2016). Além disso, as mulheres HIV-positivas não 

apresentaram variação significativa na sua microbiota, independentemente do seu 

status de HPV (positivo ou negativo) (DARENG et al., 2016). Os resultados deste 

estudo estão de acordo com estudos anteriores (ANAHTAR et al., 2015; DARENG et 

al., 2016; GOSMANN et al., 2017) e sugerem que as mulheres HIV-positivas 

apresentam uma comunidade estável de alta diversidade no período pós-parto que 

não é alterada pela citologia, infecção por HPV ou período pós-parto. Por outro lado, 

outro estudo de microbioma vaginal de mulheres HIV-negativas de ascendência 

europeia mostrou uma alta prevalência da CST IV com o aumento da gravidade das 

lesões cervicais, independentemente do status do HPV(MITRA et al., 2016). Os 

resultados deste estudo demonstram a importância da investigação da estabilidade 
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da microbiota de mulheres HIV-negativas em diferentes momentos do período pós-

parto, bom como a comparação dos dados com os de mulheres HIV-positivas. 

A microbiota pode afetar a susceptibilidade do hospedeiro para infecções 

virais (VYSHENSKA et al., 2017). Estudos recentes mostraram que a microbiota 

L.iners-dominante (CST III) está associada a uma maior prevalência de infecção 

virais, como por HIV, HPV e HSV-2 (BORGDORFF et al., 2014). Esta prevalência é 

ainda maior em mulheres que apresentam alta diversidade da microbiota (CST IV) 

(BORGDORFF et al., 2014). Entretanto, pouco é conhecido sobre a relação das 

CSTs com outras infecções virais. Sendo assim, analisamos as CSTs (III e IV) para 

as quatro famílias virais (Papillomaviridae, Anelloviridae, Herpesviridae e 

Genomoviridae) descritas em um estudo prévio do grupo (SIQUEIRA, 2017). Foi 

Observada uma distribuição significativa da CST IV para as amostras que 

apresentavam três famílias virais de DNA circular adicionais encontradas por nosso 

grupo (Anelloviridae, Herpesviridae e Genomoviridae) com a frequência de reads 

atribuídos igual ou superior a 1%. No entanto, não é totalmente conhecido quais são 

os mecanismos envolvidos no estabelecimento das infecções virais e como as 

bactérias da microbiota podem modulá-las. Existem vários estudos que mostraram a 

associação da infecção por HPV com microbiota de maior diversidade (LEE et al., 

2013; BROTMAN et al., 2014; KYRGIOU; MITRA; MOSCICKI, 2017). No entanto, 

pouco é descrito sobre o genótipo associado com os tipos de CSTs. Este estudo 

descreveu uma maior frequência dos tipos de HPV não-16 para as amostras com 

CST IV. Vale ressaltar que estes tipos de HPV são menos encontrados em casos de 

lesões pré-malignas ou de câncer cervical, mas ocorrem com maior frequência em 

mulheres com grau mais avançado de imunodepressão. Nestes casos, o organismo 

hospedeiro tem maior dificuldade de eliminar as infecções por estes tipos, o que 

ocorre mais facilmente em indivíduos imunocompetentes. Embora não tenhamos 

testado a associação da imunodepressão com  os tipos não-16 ou com os casos de 

CST IV, é plausível especular que este seja o caso aqui observado. 

A bactéria Bifidobacterium, relatada neste estudo, foi demonstrada e 

caracterizada em estudos prévios em amostras vaginais de mulheres saudáveis 

(KORSHUNOV et al., 1999). Estudos recentes descreveram este gênero de 

bactérias em baixa frequência em pacientes com câncer colorretal e relataram a 

atividade antitumoral desta bactéria (SIVAN et al., 2015; HUGHES et al., 2017). Foi 

demostrada aqui uma possível associação desta bactéria com lesões intraepiteliais 

cervicais, mas seu papel na microbiota cervical não é totalmente conhecido. O 
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gênero Schlegelella também foi associado positivamente com a lesão cervical, no 

entanto, seu papel no colo do útero também é desconhecido e até o presente 

momento não existem dados na literatura para comparação. Estudos demonstraram 

a presença do DNA bacteriano do gênero Schlegelella durante a preparação das 

amostras com kits de extração de DNA e outros reagentes de 

laboratório(MOHAMMADI et al., 2005; SHEN; ROGELJ; KIEFT, 2006). A sua 

presença foi relatada em controles negativos de reações, o que sugere que esta 

bactéria esteja presente como DNA contaminante em reagentes de kit de extração 

de ácidos nucléicos (SALTER et al., 2014). No entanto, todas as amostras deste 

estudo foram tratadas com os mesmos reagentes, e a presença de Schlegelella foi 

observada apenas em amostras com lesões cervicais. Estudos adicionais são 

portanto necessários para avaliar a associação desta bactéria com lesões cervicais. 

Os cinco gêneros bacterianos originalmente associados a lesões cervicais na 

análise de LEfSe tiveram sua OR estimada. As OR dos gêneros Moryella e 

Schlegella foram significativas, de 40x (2,28 - 706) e 3,5x (1,36 - 8,9), 

respectivamente, enquanto os outros três gêneros não foram significativos. A 

associação foi confirmada pelo teste de qui-quadrado, o que reforça a robustez da 

associação dessas duas bactérias com lesões cervicais. 

A disponibilidade das amostras longitudinais das 25 participantes para os 

pontos de seis e 12 meses pós-parto nos permitiu avaliar a associação dos cinco 

taxa descritos anteriormente como biomarcadores para lesões cervicais. Nenhum 

dos taxa apresentou significância na análise longitudinal entre as mulheres que 

permaneceram com o mesmo status citológico (normal ou lesão) no período de 6 e 

12 meses pós-parto. Por outro lado, para as mulheres que evoluíram de normal para 

lesão (n = 4) ou regrediram de lesão para normal (n = 5), apenas Gardnerella 

vaginalis apresentou abundância relativa significativa em mulheres em que a lesão 

regrediu. No entanto, entre as mulheres que mudaram de citologia normal para 

lesões cervicais, a abundância de G. vaginalis permaneceu estatisticamente 

inalterada. Esses dados podem sugerir que G.vaginalis pode induzir o 

desenvolvimento de lesões cervicais ou colonizar o colo do útero após a formação 

das lesões, e nossos dados não são capazes de distinguir entre estas duas 

hipóteses. A falta de significância dos outros taxa pode ser devido ao pequeno 

número de amostras pareadas analisadas em cada categoria. 

A microbiota cervical exibe uma interação complexa com o meio ambiente 

local e com o sistema imunológico, desempenhando um papel central na 
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homeostase cervical. Neste estudo foi demonstrado que as comunidades de 

microbiota cervical de mulheres HIV-positivas no pós-parto são estáveis, 

apresentando uma grande proporção de amostras com a microbiota de alta 

diversidade de bactérias, podendo também ser associada com infecções por 

diferentes famílias virais. Além disso, foi demostrado três gêneros bacterianos 

associados a lesões cervicais, Moryella, Schlegella e Gardnerella, através de 

análises distintas. Pouco se sabe sobre a função dessas bactérias na homeostase 

da microbiota cervical, e não é claro como essas bactérias modulam o 

desenvolvimento do câncer cervical, se surgem antes ou após as lesões cervicais e 

se são um componente necessário para o desenvolvimento do câncer. Neste estudo, 

propomos que espécies distintas de microbiota podem servir de sensores para 

mudanças no microambiente cervical, podendo modulá-lo ou ser modificado por 

este. 

 

6 Conclusões 

 

Através da metodologia utilizada foi possível identificar quatro grupos de 

comunidades (CSTs), que foram divididos em CSTs III, IV-A e IV-B (1 e 2). As CSTs 

III e IV (A e B) foram encontradas em 41 % e 59% das amostras analisadas, 

respectivamente. Apesar da maior frequência da CST IV, não houve diferença 

significativa da distribuição das CSTs com o status de HPV, citologia cervical e 

período pós-parto. Estes resultados sugerem que a microbiota cervical é estável e 

de alta diversidade, não alterando com estas varáveis de análise. Além disso, a 

microbiota cervical de alta diversidade pode modular as infecções virais causadas 

por vírus das famílias Papillomaviridae, Anelloviridae, Herpesviridae e 

Genomoviridae. Adicionalmente descrevemos três gêneros de bactérias associados 

à presença de lesões cervicais (Moryella, Schlegella e Gardnerella) confirmados por 

distintas análises. 

Este estudo é o primeiro a descrever o perfil de bactérias e de vírus no período 

pós-parto de mulheres HIV-positivas com diferentes graus de lesões cervicais, e 

ressalta a importância de estudos de microbioma em amostras cervicais para a 

compreensão do papel de possíveis biomarcadores no desenvolvimento de lesões 

cervicais que precedem o câncer.  
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8 Anexos 

8.1  Questionário aplicado as pacientes 
Nome: Prontuário n°: 

Endereço: 

Bairro: Município: Estado: 

Telefone:  Outro contato: 

Data de Nascimento:     /     / Idade atual: 

Estado civil: (  ) Solteira (  ) Casada (  ) Viúva (  ) Divorciada 
(  ) União 

Consensual 

Escolaridade: (  ) Analfabeta (  ) 1° Grau (  ) 2° Grau (  ) 3° Grau 

 

Usuária de drogas injetáveis: (  ) Sim (  ) Não 

Tabagismo atual:   

(  ) Sim 

(  ) Não 

(  ) Até 10 cigarros/dia 

(  ) 10 a 20 

(  ) Mais de 20 

 

Menarca aos  _____ anos 

Primeira relação sexual aos  ____  anos 

N° de parceiros sexuais: (  ) 1 até 3      (  ) 4 ou  mais  
(  ) Profissionais do 

sexo 

Método contraceptivo:

  

(  ) Condom pregresso (  ) Condom atual 

(  ) Anticoncepcional atual 
(  ) Anticoncepcional 

pregresso 

(  ) Diu atual (  ) Diu pregresso 

(  ) Outro método -___________________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


