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RESUMO 

AMORIM, A. T. PARTICIPAÇÃO DE MOLLICUTES NA MODULAÇÃO DE LINHAGENS 
CELULARES QUE EXPRESSAM ONCOGENES DE HPV 16 E HPV 18. 2020. 157 f. Tese 
(Doutorado em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2020 
 

O câncer cervical necessita da infecção prévia por um agente sexualmente transmissível, o Papilomavírus 
Humano (HPV). Entretanto, somente a infecção viral não é suficiente para o desenvolvimento das 
neoplasias. As atividades pró-inflamatórias caudadas pelas infecções por outros micro-organismos têm sido 
apontadas como cofatores neste contexto. O objetivo deste estudo foi verificar a associação da infecção 
por M. genitalium, M. hominis, U. urealyticum e U. parvum com modulações na proliferação, viabilidade e 
resposta inflamatória de células SiHa, HeLa e PHK. Padronizou-se o inóculo (Unidades Formadoras de 
Colônia-UFC) dos micro-organismos para as infecções celulares, realizou-se curvas de crescimento e 
ensaio clonogênico para as quatro espécies bacterianas. M. hominis causou maior interferência na 
proliferação das células. Assim, este estudo priorizou esta espécie para os ensaios posteriores. Foi 
verificada morte celular pelo aumento da população celular na fase Sub-G0/G1 do ciclo celular logo após 6 
horas de infecção para as três linhagens celulares, mas em 48 horas de infecção apenas para PHK e HeLa. 
Em relação às fases G1, S e G2 entre as células SiHa, não houve praticamente interferência durante a 
infecção. Contudo, a célula HeLa apresentou diminuição da população celular nas fases G1 e G2 e aumento 
do número de células na fase S após 48 horas de infecção. As células PHK apresentaram alterações nas 
fases do ciclo após 6 e 48 h de infecção, principalmente entre as fases S e G2. Foram observadas 
alterações na expressão de proteínas pró e anti-apoptóticas em SiHa, HeLa e PHK. Incluem-se alterações 
na expressão dos oncogenes E6 e E7 de HPV 16 e HPV 18 em SiHa e HeLa, respectivamente. Detectou-
se também com M. hominis a modulação da expressão de genes relacionados à via de Toll-like, bem como 
às vias de dano ao DNA nas três linhagens celulares e alterações na liberação de citocinas, como IL1-B, 
IL-6, IL-18, TNF-α, IFN-γ e GM-CSF. Desta maneira conclui-se que M. hominis possui a capacidade de 
causar danos à célula, bem como alterar a modulação celular em resposta à infecção. Estes resultados 
contribuem para o melhor entendimento do papel dos Mollicutes nas infecções e as consequências da sua 
participação junto com o HPV no desenvolvimento das lesões cervicais.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Mollicutes. HPV. Toll-like. Ciclo celular. Apoptose. Dano ao DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

AMORIM, A. T. PARTICIPATION OF MOLLICUTES IN THE MODULATION OF CELLULAR 
LINES EXPRESSING HPV 16 AND HPV 18 ONCOGENES. 2020. 157 p. PhD thesis 
(Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 
 

Cervical cancer requires a previows infection by Human Papillomavirus (HPV). However, virus 
infection is not sufficient for the development of neoplasms, and it is necessary the cofactors 
establishment that favor a continuous inflammatory response for the progression of lesions, such 
as infection by other microorganisms. The purpose of this study was to verify the association of 
infection by M. genitalium, M. hominis, U. urealyticum and U. parvum with modulations in the 
proliferation, viability and inflammatory response of SiHa, HeLa and PHK cells. After standardizing 
the quantification of Mollicutes through the establishment of Colony Forming Units (CFU), the 
amount of microorganisms to be used in cell infections was defined. Growth curves and clonogenic 
assays were performed for the four bacteria. M. hominis showed a more prominent effect on the 
proliferation of SiHa, HeLa and PHK. Due to this fact, all subsequent tests were performed using 
this specie. Cell death was observed by increase of Sub-G0/G1 population just after 6 hours of 
infection for the three cell lines, but only for PHK and HeLa after 48 hours of infection. Regarding 
phases G1, S and G2 between SiHa cells, no substantial effects were observed between cells 
infected at different times. However, HeLa infected with M. hominis, showed a decrease in the cell 
population in phases G1 and G2 and an increase in the number of cells in phase S after 48 hours 
of infection. PHK infected by M. hominis showed changes in the cycle phases both after 6 and 48 
h of infection, mainly between phases S and G2. We found that M. hominis infection led to changes 
in the amount of both pro and anti-apoptotic proteins in SiHa, HeLa and PHK. Changes in the 
expression of the oncogenes E6 and E7 of HPV 16 and HPV 18 were verified in both SiHa and 
HeLa, respectively. A significant role was observed in the modulation of the expression of genes 
related to the Toll-like pathway, as well as to the DNA damage pathways in the three cell lines 
studied. Infection by the microorganism also led to changes in the release of cytokines, such as 
IL1-β, IL-6, IL-18, TNF-α, IFN-γ and GM-CSF. Through these data, we can see that M. hominis has 
the ability to cause damage to the cell, as well as alter cell modulation in response to infection. 
These results may contribute to a better understanding of the role of Mollicutes in infections and 
their participation close to HPV in the development of cervical lesions 

 

KEYWORDS: Mollicutes. HPV. Toll-like. Cell cycle. Apoptosis. DNA damage. 
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1 INTRODUÇÃO 

O câncer do colo do útero é o quarto câncer mais frequente em mulheres no mundo, 

classificando-se após o câncer de mama (2,1 milhões de casos), câncer colorretal (0,8 milhões) e 

câncer de pulmão (0,7 milhões). Aproximadamente 570.000 novos casos e 311.000 mortes pela 

doença ocorreram em 2018. A incidência padronizada por idade estimada foi de 13,1 por 100.000 

mulheres em todo o mundo e variou amplamente entre os países, com taxas variando de menos 

de 2 a 75 por 100.000 mulheres (ARBYN; WEIDERPASS; BRUNI; DE SANJOSÉ et al., 2020). 

Contudo, a incidência varia de acordo com a região, fator influenciado principalmente pelas 

características socioeconômicas. No Brasil, o câncer cervical é considerado o terceiro mais 

frequente (7,4%), ficando atrás apenas do câncer de mama (29,7)% e o câncer de colon e reto 

(9,2%), segundo a última estimativa publicada em 2018 pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA, 

2019). Ainda segundo o instituto, o número de casos novos da neoplasia esperados para o Brasil, 

para cada ano do triênio 2020-2022, será de 16.710, com um risco estimado de 16,35 casos a 

cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele não melanoma, o câncer do colo do 

útero é o primeiro mais incidente na Região Norte (22,47/100 mil), o segundo no Nordeste 

(17,62/100 mil) e Centro-Oeste (15,92/100 mil). Já na Região Sul (17,48/100 mil), ocupa a quarta 

posição e, na Região Sudeste (12,01/100 mil), a quinta posição (INCA, 2019). A infecção 

persistente por tipos de papilomavírus humano carcinogênico (HPV), por exemplo HPV-16 e HPV-

18, é a principal causa para o desenvolvimento de câncer do colo do útero. A presença do vírus é 

um fator necessário para o desenvolvimento do câncer cervical devido a diversas peculiaridades 

relacionadas ao processo infeccioso estabelecido (CLIFFORD; SMITH; AGUADO; FRANCESCHI, 

2003; LUKIC; CANZIO; PATELLA; GIOVAGNOLI et al., 2006; SCHIFFMAN; CLIFFORD; 

BUONAGURO, 2009; WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007; ZUR HAUSEN, 2009).  

Esses vírus produzem oncoproteínas que interagem com a maquinaria celular causando 

alterações que imortalizam e transformam células infectadas. As proteínas E6 e E7 são as 

principais proteínas transformantes dos HPVs de alto risco, atuando, principalmente, sobre 

proteínas que regulam o ciclo celular (MCMURRAY; NGUYEN; WESTBROOK; MCANCE, 2001). 

Os vírus HPV também possuem mecanismos de escape do sistema imune do hospedeiro 

(KANODIA; FAHEY; KAST, 2007). A carcinogênese na região cervical depende da história natural 

da infecção pelo HPV, que inclui a infecção inicial por HPV, a persistência da infecção com 

expressão dos oncogenes virais, progressão de lesões pré-cancerosas e, eventualmente, invasão 

no tecido (SCHIFFMAN; WENTZENSEN; WACHOLDER; KINNEY et al., 2011). Adicionalmente, a 

integração do genoma viral ao genoma do hospedeiro bem como a carga viral têm sido descritos 
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como fatores inerentes aos vírus importantes na carcinogênese (IARC, 2007). O desenvolvimento 

do câncer cervical pelo HPV de alto risco oncogênico possui papel central na etiologia de 

praticamente todos os casos de câncer do colo do útero, com exceção de casos raros negativos 

para o HPV. Assim, este vírus é corretamente chamado de causa necessária, mas não suficiente 

do câncer do colo do útero. Isso porque a infecção sexualmente transmissível causada pelo HPV 

é considerado uma das mais comuns. A grande maioria das mulheres e homens sexualmente 

ativos foi infectada pelo HPV pelo menos uma vez na vida, mas a infecção geralmente desaparece 

espontaneamente alguns meses após a aquisição, com cerca de 90% de desaparecimento em 2 

anos (BOSCH; DE SANJOSÉ, 2007; BOSCH; LORINCZ; MUÑOZ; MEIJER et al., 2002; BRUNI; 

ALBERO; SERRANO; MENA et al., 2019; BURD, 2003; SCHIFFMAN; WENTZENSEN; 

WACHOLDER; KINNEY et al., 2011). Apenas uma pequeno número de mulheres infectadas por 

HPV progride para câncer cervical invasivo (CCI), sendo que essa proporção é variável de acordo 

entre as diferentes regiões do mundo e influenciada por diversos fatores, como pode ser 

observado pelo estudo por Bruni et al. (2019) (BRUNI; ALBERO; SERRANO; MENA et al., 2019; 

HO; BIERMAN; BEARDSLEY; CHANG et al., 1998; SUDENGA; SHRESTHA, 2013). 

Desconhecem-se os fatores entre a depuração da infecção, a persistência do vírus e o 

desenvolvimento das neoplasias. Estudos apontam que o desenvolvimento da câncer cervical 

depende de cofatores que atuam com o HPV de alto risco oncogênico, como: resposta imunológica 

do indivíduo, características genéticas, tabagismo, hormônios, deficiências nutricionais, bem como 

a presença de outros micro-organismos na região genital (IARC, 2007; IARC-MONOGRAPHS, 

2012; MUÑOZ; CASTELLSAGUÉ; DE GONZÁLEZ; GISSMANN, 2006; SMITH; MUÑOZ; 

HERRERO; ELUF-NETO et al., 2002).  

Nesse aspecto, estudos voltados à compreensão do microbioma vaginal têm sido 

amplamente difundidos no campo médico, e se fazem necessários para a compreensão da saúde 

sexual feminina (RAVEL; GAJER; ABDO; SCHNEIDER et al., 2011; ROMERO; HASSAN; GAJER; 

TARCA et al., 2014; SHIPITSYNA; ROOS; DATCU; HALLÉN et al., 2013; ZHOU; BROTMAN; 

GAJER; ABDO et al., 2010). Dentre os principais agentes etiológicos responsáveis pelas ISTs que 

podem estar potencialmente envolvidos na carcinogênese cervical, destacam-se: Chlamydia 

trachomatis, vírus do herpes simplex (HSV) 1 e 2, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, 

Treponema pallidum e espécies de Mollicutes, que causam processos inflamatórios podendo gerar 

microtraumas no epitélio cervical e promoverem  a persistência da infecção pelo HPV 

(ADEBAMOWO; MA; ZELLA; FAMOOTO et al., 2017; IARC, 2007; IARC-MONOGRAPHS, 2012; 

KLEIN; GONZALEZ; SAMWEL; KAHESA et al., 2019; KLEIN; SAMWEL; KAHESA; MWAISELAGE 

et al., 2020; LIN; KOUZY; ABI JAOUDE; NOTICEWALA et al., 2020; QUAN; DONG; YANG; CHEN 
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et al., 2019; USYK; ZOLNIK; CASTLE; PORRAS et al., 2020; WOHLMEISTER; VIANNA; HELFER; 

GIMENES et al., 2016).  

Espécies de Mollicutes têm sido descritas como principais causadores de diversos 

distúrbios genitais, tais como as uretrites não gonocócicas e não clamidiais (UNG-NC), em casos 

de vaginose bacteriana (VB), cervicite, salpingite, infertilidade e aborto. Tais microrganismos são 

capazes de induzir a liberação de citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-1, IL-6 e TNF-α, e 

quimiocinas. O recrutamento de células da resposta imune para o local da infecção causa intensa 

inflamação. Esta resposta tem sido associada como um possível fator de risco para 

desenvolvimento de lesões pré-cancerosas (CASSELL; WAITES; WATSON; CROUSE et al., 

1993; EKIEL; FRIEDEK; ROMANIK; JÓŹWIAK et al., 2009; GUIJON; PARASKEVAS; RAND; 

HEYWOOD et al., 1992; HARADA; TANAKA; KOMORI; TSUJI et al., 2008; MCGOWIN; POPOV; 

PYLES, 2009; REYES; REINHARD; O'DONELL; STEVENS et al., 2006; TAYLOR-ROBINSON; 

JENSEN, 2011). 

Pouco se sabe sobre quais mecanismos moleculares dos Mollicutes estariam associados 

para a progressão das lesões cervicais (BIERNAT-SUDOLSKA; SZOSTEK; ROJEK-

ZAKRZEWSKA; KLIMEK et al., 2011; BORNSTEIN; RAHAT; ABRAMOVICI, 1995; KLEIN; 

SAMWEL; KAHESA; MWAISELAGE et al., 2020; LIN; KOUZY; ABI JAOUDE; NOTICEWALA et 

al., 2020; LUKIC; CANZIO; PATELLA; GIOVAGNOLI et al., 2006). Em um estudo publicado por 

nosso grupo foi demonstrada a associação entre a carga destes micro-organismos com as lesões 

cervicais de alto grau (AMORIM; MARQUES; CAMPOS; LOBÃO et al., 2017). Outros estudos 

foram conduzidos com a finalidade de entender a participação de Mollicutes no desenvolvimento 

do câncer cervical, os quais foram analisados e reunidos recentemente numa revisão publicada 

por Ye et. al (2018) (YE; SONG; ZENG; LI et al., 2018). A associação de fatores a uma doença 

quase sempre requer mais evidências, e o câncer cervical é um tema que necessita de maiores 

esclarecimentos quanto ao seu desenvolvimento. Dessa forma, avaliar o papel de espécies de 

Mollicutes na modulação de linhagens celulares normais, como os queratinócitos, e em linhagens 

que expressam  oncoproteínas de HPV 16 e HPV 18, como SiHa e HeLa, poderá contribuir para 

o estabelecimento de mais um fator de risco para a ocorrência das transformações que originam 

as lesões cervicais. 
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2 CONCLUSÕES 

Nosso trabalho demonstrou que o dano causado pelas quatro espécies de Mollicutes nas 

linhagens celulares foi dose-dependente e célula-dependente. Além disso, as cepas podem causar 

alterações na curva de crescimento, mas que esse efeito também depende do tipo celular. Isso é 

justificável, pois as três linhagens celulares são distintas entre si. No entanto, apesar de ser 

observado um efeito citopático mais pronunciado para M. hominis com base nos experimentos 

iniciais, a ausência do efeito citopático visível para os outros molicutes não quer dizer ausência de 

danos celulares silenciosos e que na grande maioria das vezes cursam com caráter de 

cronicidade, como ocorre para a grande maioria dos Mollicutes.  

A infecção por M. hominis levou a diminuição na formação de colônias, modulação do ciclo 

celular, a indução de dano ao DNA e apoptose dependendo do tipo celular. Esse é o primeiro 

relato da atuação de M. hominis na modulação do ciclo celular das presentes linhagens celulares. 

Isso reforça a necessidade da realização de mais estudos para confirmar a ação deste micro-

organismo na regulação do ciclo celular, como a possível presença de ciclomodulinas. Além disso, 

vale a pena ressaltar que para todas as linhagens, inclusive para SiHa, a qual não apresentou 

padrão de morte por apoptose, houve aumento de Catalase, o que indica que a infecção pelo 

micro-organismo pode envolver o aumento do estresse oxidativo para a célula. Esse aumento do 

estresse oxidativo pode ser devido à amônia produzida pelo metabolismo da arginina necessário 

pelo micro-organismo. Somado a isso, a depleção de arginina na célula pode ocasionar a inibição 

da via de mTOR, ativando indiretamente vias de dano ao DNA, o que pode explicar a via pela qual 

M. hominis induziu à parada do ciclo celular e indução de apoptose em HeLa e em PHK. 

Outro achado interessante é que M. hominis é capaz de alterar a expressão de TLR 

intracelulares, como TLR 5, TLR 7, TLR8 e TLR 9, indicando a sua influência sobre os sistemas 

endossômicos. Além disso, a diminuição da expressão dos genes e das proteínas HSP podem 

evidenciar um mecanismo de evasão imunológica de M. hominis. 

M. hominis demonstrou participar na alteração das expressões de E6 e E7 de HPV 16 e 

HPV 18. Essas alterações foram dependentes do tempo de infecção pelo organismo. Além disso, 

foi visto que houve diminuição global na expressão gênica de vias dependentes e independentes 

de TLR, mas houve aumento da liberação de citocinas pró-inflamatórias e indução de apoptose 

por HeLa, o que pode ser justificado pela diminuição da expressão da oncoproteína E6 após 48 

horas de infecção, retirando seu efeito modulador sobre p53, por exemplo, levando a alterações 

no ciclo celular e permitindo com que a célula ative as vias de morte celular. Entretanto, este efeito 

não foi tão pronunciado como em PHK, uma linhagem de célula sem HPV. Esta linhagem também 



7 
 

apresentou aumento de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, com alterações no ciclo celular 

e morte celular mais intensa do que HeLa. Esse microambiente com intensa atividade pró-

inflamatória, em caráter de cronicidade típico dos Mollicutes, somado aos mecanismos de escape 

da morte celular ocasionados pelas oncoproteínas do HPV, podem aumentar os danos celulares. 

Para SiHa foi observado um padrão diferente ao observado por HeLa e PHK; não foi observado 

efeitos na apoptose e nem no ciclo celular. Entretanto, foi observado que M. hominis levou a 

alterações na expressão das oncoproteínas de HPV16. Vimos que a infecção ocasionou a 

diminuição da liberação de citocinas pro-inflamatórias em SiHa, revelando que a infecção pelo 

micro-organismo poderia contribuir com o vírus na evasão da resposta imune realizada pela célula, 

sugerindo que a coinfecção entre M. hominis e HPV16 poderia contribuir para uma infecção 

crônica e persistente pelo vírus na célula ou ainda para a colonização de outros patógenos 

aumentando os danos celulares. Todos esses achados nos levam a crer que a participação de M. 

hominis em processos infecciosos é dependente da dose, do tipo celular e também ao tipo de HPV 

presente no momento da infecção.  

Este é o primeiro estudo analisando o efeito da infecção por Mollicutes na modulação de 

oncoproteínas de HPV em linhagens celulares PHK, HeLa e SiHa, dando uma visão preliminar e 

panorâmica sobre a ação de M. hominis na modulação de diversos processo celulares que 

poderiam servir como cofatores para a persistência do HPV no desenvolvimento do câncer 

cervical. Esse estabelecimento é difícil, uma vez que o local da infecção é amplamente colonizado 

com diversos patógenos diferentes. Entretanto, estudos como este contribuem para a visualização 

da participação deste micro-organismo em infecções conjuntas ou não com o HPV, abrindo 

oportunidades para diversas linhas de estudo adjacentes que contribuiriam para validar a 

modulação realizada por M. hominis sobre as oncoproteínas de HPVs de alto risco oncogênico e 

os possíveis efeitos dessa modulação a médio e longo prazo, abrindo ainda mais o leque para o 

desenvolvimento de novas medidas terapêuticas. A ausência de relatos na literatura, 

principalmente para a cepa PG21, reforça a necessidade de mais estudos voltados à interação 

patógeno-hospedeiro envolvendo este micro-organismo, e que sejam voltados à sua participação 

da persistência do HPV no desenvolvimento das lesões cervicais. 
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1De acordo com a Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT NBR 6023). 
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