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RESUMO:

O cancer cervical tem se constituido em um sério problema de satde publica no mundo. Constitui-se
na quarta maior causa de mortalidade, sendo o segundo tipo mais comum de cancer em mulheres com
idade entre 15 e 44 anos. Estudos genéticos sugerem que as infeccdes persistentes por HPV atuam no
processo de transformacdo celular e no desenvolvimento da neoplasia cervical. Dentre o0s seus
constituintes genéticos, o gene E7 é um dos principais mediadores desta malignidade, contribuindo
com a progressdo das lesbes estabelecimento do estagio de pré-cancer e de cancer invasivo. Este
trabalho teve como objetivo analisar a diversidade genética in silico do gene E7, considerado um dos
principais oncogenes virais relacionados ao cancer cervical. Foram utilizadas as sequencias do gene
E7 dos 10 subtipos de HPV16, depositadas no banco do NCBI. Para a identificagdo dos sitios
polimdrficos utilizou-se o programa MEGAG6, e para a identificacdo de regides de epitopos, 0s
programas ProPredl e ProPredll. Os resultados apontam para um total de 6 regides polimérficas do
gene E7, localizadas nas posic¢Ges 647, 666, 732, 789, 795 e 846 do genoma do HPV16. Das variantes
estudadas, sete apresentaram regifes polimérficas. Analisando a sequéncia de aminoacidos da
oncoproteina E7, tem-se apenas uma variagdo nao-sindbnima N29S, sugerindo que a maioria das
regides polimorficas identificadas no gene E7, sdo do tipo sinbnimas, mostrando uma conservacao
destes sitios. Além disso, essas variantes apresentam epitopos imunogénicos com moléculas do MHC
classe I, simbolizando o seu papel nos mecanismos de escape imunol6gico para a progressdo das
les@es cervicais.
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INTRODUCAO

O céncer cervical tem, como uma das
suas principais causas, as infeccGes pelo
papilomavirus humano, estando relacionado
em mais de 95% dos casos de carcinoma
cervical (CHATURVEDI, 2010).

Mundialmente, a incidéncia de casos de
cancer cervical é de 14/100.000 habitantes,
sendo maior nos paises em desenvolvimento,
com cerca de 15,7 casos para cada 100.000
habitantes, e menor em paises desenvolvidos,
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m uma taxa de 9,9 casos a cada 100.000
habitantes. No Brasil, a incidéncia de novos
diagndsticos de céancer cervical foram de
18.503 novos casos e 8.414 o6bitos no ano de
2012, sendo considerada a quarta maior causa
de mortes no Brasil, suplantadas pelo cancer
de mama, pulmdo e coloretal (GURGEL,
2015).

O exame citolégico é o método mais
amplamente utilizado para prevengdo do
cancer cervical, contudo ainda apresenta

algumas falhas como baixa sensibilidade e
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divergéncia na interpretagdo das lesdes.
Alguns paises tém adotado o rastreamento do
cancer cervical pela deteccdo do HPV,
entretanto, este teste apresenta baixa
especificidade, além disso, ndo demonstra o
estagio em que a infecgdo se encontra, nem o
quanto  poderd  evoluir  clinicamente
(DERCHAIN et al., 2005).

As infeccOes persistentes causadas pelos
HPVs de alto risco (HR HPV) estdo
relacionadas com canceres em diversos sitios
corporais em humanos, tais como na cérvice,
orofaringe, pénis, éanus, vagina e vulva
(JEMAL et al., 2013). Recentes estudos tém
mostrado uma diminui¢do na incidéncia dos
casos e mortes causadas pelo cancer cervical
(JEMAL et al., 2013; VACCARELLA et al.,
2013). Contudo, os casos de cénceres nao
cervicais associados a uma infeccdo
HR HPVs tem

aumentado, especialmente nos casos de

persistente causada por

cancer da orofaringe e do anus (JEMAL et al.,
2013).

E importante salientar, que diversos
cofatores podem  contribuir com a
patogenecidade das infec¢des provocadas pelo
HPV. Dentre os inimeros fatores ambientais
que podem estar relacionados podemos citar o
uso de contraceptivos orais, tabagismo e a
possibilidade da paciente apresentar co-
infeccdes, por exemplo, clamidea e HIV (DE

FREITAS et al, 2012; AMARAL et al,
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2014). A propria natureza genética do
hospedeiro infectado pode contribuir no curso
da carcinogénese, no que se refere a
susceptibilidade imunoldgica do hospedeiro
(JIANG et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2008;
AMARAL et al., 2014).

Morfologicamente, o0s papilomavirus
representam um grupo de virus nao-
envelopados, com um capsideo icosaédrico,
com cerca de 55nm de didmetro. O seu
genoma codifica proteinas envolvidas para a
formacdo do capsideo (proteinas L1 e L2) e
diversas proteinas ndo estruturais, codificadas
pelos genes E1, E2, E3, E4, E5, E6 e E7
(figura 1), alguns podendo estar ausentes
(VAN DOORSLAER, 2013).

Os oncogenes E5, E6 e E7 possuem as
funcbes de estimular a proliferacdo celular,
estimulando a sua sobrevivéncia e modulando
a diferenciacdo dos queratinécitos (DIMAIO;
PETTI, 2013). Por sua vez, a oncoproteina E7
apresenta  um papel fundamental nesta
transformagéo celular. Atua degradando as
proteinas da familia do retinoblastoma (pRb),
0 que afeta diretamente na manutencdo
correta do ciclo celular. Sua degradacdo leva a
proliferacdo celular. Além disso, E7 também
atua degradando outras proteinas importantes
de controle do ciclo celular, como a proteina
p21, que se ativa na presenca de algum dano

celular e atua nos mecanismos de resposta aos
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danos e reparo dos erros (ROMAN;
MUNGER, 2013).

Dentre os diversos processos bioldgicos
de atuacdo da oncoproteina E7 dos HR HPVs,
estdo amplificacio do genoma do HPV
durante a replicacdo viral, a imortalizagdo
celular em cooperacdo com EB6, inibicdo de
CDK2, aumento da expressdo de E2F2,
alteragOes mitaticas, bloqueio dos
mecanismos apoptoticos, quebras na dupla
fita de DNA, inibicdo da senescéncia,
instabilidade protéica, a exemplo dos baixos
niveis da proteina p53, dentre outras acGes
(ROMAN; MUNGER, 2013).

Dessa maneira, muitos estudos tém
mostrado uma  associacdo  entre a
variabilidade genética dos HPVs na
persisténcia e progressdo das lesdes até o
estabelecimento do cancer cervical (BURK et
al., 2003; BURRONI et al., 2013). As
alteracBes nas sequéncias dos nucleotideos
dos HR HPVs podem alterar o seu potencial
oncogénico, levando algumas variantes a
tornarem-se mais oncogénicas do que outras.

A importdncia do  estudo da
heterogeneidade genética dos HPVs é de
suma importancia para se avaliar os riscos de
desenvolvimento de lesdes cervicais, em
especial, aqueles considerados de alto risco, a
exemplo do HPV16, -18 e do -31 (BURK et
al., 2003; QUINT et al., 2010; ZUNA et al.,

2011).
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Sendo assim, o0 conhecimento da
diversidade genética encontrada no genoma
destas variantes, em especial, nos genes que
sdo responsaveis pela invasdo e proliferacao
dos queratindcitos, torna-se um dado
importante no entendimento do grau de
patogenecidade causada pela infec¢do (BURK
et al., 2013).

O presente trabalho tem por objetivo
realizar uma andlise in silico da variabilidade
genética do gene E7 do HPV16 e avaliar a
repercussdo  bioldgica destas alteracdes
nucleotidicas, que podem levar a tornar uma
variante mais patogénica no curso da

carcinogénese.

METODOLOGIA
Mineragao dos Dados Gendmicos

A obtencédo das sequéncias genémicas do
gene E7 das variantes do HPV16, se deu
através do banco de dados do National Center
of Biotechnology Information (NCBI),
utilizando-se os acessos de referéncia
fornecidos em BURK et al. 2013.

A sequéncias depositadas no NCBI foram
coletadas e, seguidas, posteriormente, para a
analise da variabilidade do gene E7.

Alinhamento Multiplo
Para a realizacdo do alinhamento das

sequéncias, utilizou-se o programa Molecular
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Evolutionary Genetics Analysis versdo 6.0
(MEGAS).

As  sequéncias  foram  alinhadas
utilizando-se a ferramenta ClustalW e,
posteriormente,  investigado 0s  sitios
polimorficos das sequéncias variantes do
HPV16.

O programa MEGA também permite a
obtencdo da sequéncia de aminoacidos da
proteina E7 do HPV16, além de identificar
variacdes nestas sequéncias.

As sequéncias obtidas das variantes
foram submetidas a uma analise filogenética,
utilizando-se o algoritmo de Neighbor-
Joining, para a identificacdo das linhagens e
sublinhagens.
Analise de  Predicdo de  Epitopos
Imunogénicos

Para a identificacdo de possiveis epitopos
imunogénicos de MHC classe | e MHC classe
I, foram utilizados os programas ProPredl e

ProPred I1.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificacdo das Regides Polimdrficas

O HPV16 faz parte da familia dos
alfapapilomavirus. Nesta familias, também
fazem parte outros HPVs como o HPV3l1,
HPV33, HPV35, HPV52, HPV58, e HPV67
(BURK et al., 2013).
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O alvo deste estudo, o HPV16, é
considerado de alta prevaléncia na populacéo
brasileira, em especial no Nordeste do Brasil
(GURGEL et al., 2015). Muitos estudos tém
demonstrado que variantes do HPV16 podem
afetar a oncogenecidade, persisténcia e
progressdo da infeccdo viral (ZUNA et al.,
2011).

No banco de dados do NCBI, séo
encontradas quatro linhagens para o HPV16,
sendo classificadas em A, B, C e D e dez
sublinhagens, classificadas em Al, A2, A3,
A4, B1, B2, C, D1, D2 e D3. Estas variantes
oncogeénicas apresentam diferentes graus de
patogenecidade, sendo a variante D, com
maior grau de associacdo com 0s riscos de
desenvolver lesdo cervical e cancer
(BERUMEN et al., 2001; ZUNA et al,
2011).

Sendo assim, as alteracdes nucleotidicas
observadas no gene E7 podem estar
relacionadas com a persisténcia viral e a
progressdo das lesbes, visto a natureza de
atuacdo celular deste gene. Suas sequéncias
disponibilizadas no banco de dados do NCBI,
permitiram a identificacdo de 06 (seis) regides
polimérficas, localizadas nas posicdes 647,
666, 732, 789, 795 e 846 do genoma completo
do HPV16.

O gene E7, tem seu inicio na posi¢ao 562
até a posicdo 858 do genoma completo do

HPV16, compreendendo 296 nucleotideos.
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Foram observados, na posicdo 647 do
genoma, a variagdo A/G, em trés isolados
(3/10), os isolados AF534061.1, HQ644298.1
e AF472509.1. Na posicdo 666, identificou-se
um total de isolados de 1/10, com a variagéo
G/A, correspondendo ao isolado
HQ644236.1; na posicdo 732, a variacdo T/C
nos isolados AY686579.1, totalizando 2/10;
na posicdo 789, a variagdo T/C com 6/10
isolados, sendo eles o AF536180.1,
HQ644298.1, AF472509.1, HQ644257.1,
AY686579.1 e AF402678.1 e, pode-se
observar, que nestes ultimos isolados com
variagdo na posicdo 789, também evidenciou-
se uma variacdo na posi¢do 795 do tipo T/G,
totalizando os mesmos 6/10 isolados. E,
finalmente, foi identificado, na posicéo 846, a
variagdo T/C em apenas um dos isolados, 0
AF534061.1 (tabela 1).

Em estudo realizado por GURGEL et al.,
2015, O HPV16, seguido do HPV3l e do
HPV58 foram o0s mais prevalentes na
populacdo do nordeste brasileiro, sendo a
distribuicdo dos alfa-papilomavirus, bastante
frequente em nossa regido. Os resultados
obtidos na andlise de variabilidade genética
do gene E7 do HPV16 reforca os achados na
literatura sobre a patogenecidade deste tipo
viral na carcinogénese cervical, além de
identificar as variantes genéticas que possam
estar mais correlacionadas com um curso

mais agressivo ao longo da infeccéo viral e
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com os dados clinicos e citologicos das
pacientes portadoras de infecgbes por HR
HPVs.

A relacdo filogenética destes subtipos de
HPV16, baseada no estudo do oncogene E7,
pode contribuir na identificagdo de novas
linhagens circulantes numa dada populacéo,
com novas Vvariagbes e com diferentes

potenciais oncogénicos (figura 2).

Analise da Sequéncia de Aminoacidos

A andlise in silico das sequéncias do gene
E7 dos subtipos do HPV16, depositadas no
banco de dados do NCBI, permitiu, com 0 uso
das ferramentas do programa MEGA,
identificar a sequéncia de aminoacidos destes
subtipos virais do HPV16 (BURK et al.,
2013).

Os dados obtidos demonstraram que a
existéncia de alteracdes nas sequéncias de
nucleotideos do gene E7 do HPV16, em 07
isolados, mostrou altera¢des do tipo sindnima.
Nos outros 03 isolados, a modificacdo
observada foi na posicdo N29S, uma troca de
uma asparagina por uma serina (tabela 2), o
que pode interferir na composicao da estrutura
tridimensional da proteina, alterando sitios de
ligacdo as proteinas de defesa do organismo
infectado, bem como afetando fatores de
controle da progressdo do ciclo celular e

descontrole da proliferagéo e dos mecanismos
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apoptéticos, contribuindo com o aumento da
longevidade celular (GURGEL et al., 2015).

Predicéo de Epitopos Imunogénicos

No mecanismo de infeccdo, uma das
principais agbes que  precisam  ser
constantemente investigadas, diz respeito a
forma de interacdo das oncoproteinas do HPV
com as moléculas mediadoras da resposta
imune no hospedeiro. Embora muito se saiba
dos mecanismos de evasdo imunologica
mediada pelo virus, conhecer as suas inter-
relagbes podem favorecer a elaboragdo de
estratégias de combate a progressdo das lesdes
cervicais (DE FREITAS, 2012).

Os resultados in silico apontam para a
existéncia de epitopos imunogénicos da
oncoproteina E7 com moléculas pertencentes
ao sistema imunoldgico.

As variantes N29S, apresentaram, para
esta regido da proteina, epitopos com
moléculas de classe | do MHC, como a HLA-
A24, HLA-A*3302, HLA-B*3501, HLA-
B*5101, HLA-B*5401, HLA-B*51, HLA-
B*5801 e MHC-KK.

Em relagdo ao MHC classe Il, ndo se
observou, para a variacdo N29S, os epitopos
imunogeénicos.

No entanto, analisando-se outras regides
do gene E7, dos 10 subtipos estudados, é
notavel que a oncoproteina E7 apresenta

epitopos imunogénicos em outras regides da
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sua cadeia  protéica, reforcando a
possibilidade de diferentes formas de atuacédo
das variantes virais, sobre 0 sistema

imunoldgico do hospedeiro.

CONCLUSOES

O estudo destas relagbes moleculares
entre o0 virus e a natureza do hospedeiro, séo
primordiais para a elaboracdo de estratégias
mais eficazes de controle e de combate ao
cancer cervical.

Os polimorfismos encontrados nas
variantes do gene E7 do HPV16, simboliza a
diversidade génica que estes virus podem
sofrer ao longo do processo de adaptacdo a
cada nova condicdo a ele submetida,
favorecendo o surgimento de linhagens cada
vez mais heterogéneas e, possivelmente,
capazes de potencializar os seus efeitos no
curso da carcinogénese cervical.

Os exames preventivos, a exemplo do
teste Papanicolau, precisam ser incentivados
na populagdo, bem como a administragdo das
vacinas profilaticas.

Esta heterogeneidade encontrada no gene
E7 do HPV16, um tipo considerado de alto
risco, aponta para a necessidade de maiores
investigacGes moleculares, especialmente no
que se refere aos mecanismos de escape
imunolégico mediados pelo virus, sendo,
dessa forma, necessarios mais analises para

elucidar as vias de interagdo com moléculas
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do MHC, dado a essas inimeras variantes de
HPV16 encontradas na populagéo.
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FIGURA 1: Organizagdo genémica do HPV16. O gene E7 encontra-se na posi¢do 562 a 858, com
um total de 296 nucleotideos. Dados obtidos do banco de dados NCBI (acesso em 19 de maio de
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TABELA 1: Variagbes nucleotidicas encontradas nos isolados do gene E7 do HPV16 (acesso
disponivel em Burk et al., 2013).

Acesso no HPV Posi¢ao no Numero de Polimorfismo
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GenBank Linhagem Tipo Genoma Isolados
K02718.1 Sequéncia de referéncia Sequéncia de Sequéncia de Sequéncia de
HPV16/A referéncia referéncia referéncia
AF536179.1 HPV16 Isolate European
HPV16/A German 131 - - -
HQ644236.1 HPV16 Isolate AS411 666 1/10 G/A
HPV16/A
AF534061.1 HPV16 Isolate East Asian 647 3/10 A/G
HPV16/A type 846 1/10 T/C
AF536180.1 HPV16 Isolate African-1 789 6/10 T/C
HPV16/B type 795 6/10 T/G
HQ644298.1 647 3/10 A/G
HPV16/B HPV16 Isolate 2109 789 6/10 T/C
795 6/10 T/G
AF472509.1 HPV16 Isolate variant 647 3/10 A/G
HPV16/C (African type 2) 789 6/10 T/C
795 6/10 T/G
HQ644257.1 HPV16 Isolate Qv00512 789 6/10 T/C
HPV16/D 795 6/10 T/G
AY686579.1 HPV16 Isolate 732 2/10 T/C
HPV16/D Qv15321AA 789 6/10 T/C
795 6/10 T/G
AF402678.1 HPV16 Isolate Asian- 732 2/10 T/C
HPV16/D American variant 789 6/10 T/C
795 6/10 T/G

TABELA 2: Segmento do gene E7 dos subtipos virais do HPV16. A sequéncia de aminoacidos
destacada tem inicio na posicao 11 e finaliza na posicdo 39. Observa-se a varia¢cdo dos tipos N29S
em trés, dos 10 subtipos estudados.

Acesso no GenBank Origem Sequéncia de Aminoacidos
(Fragmento da Proteina E7 do HPV16)

K02718.1 Sequéncia de referéncia TTDLYCYEQLNDSSEEEDEID
AF536179.1 HPV16 Isolate European German 131 TTDLYCYEQLNDSSEEEDEID
HQ644236.1 HPV16 Isolate AS411 TTDLYCYEQLNDSSEEEDEID
AF534061.1 HPV16 Isolate East Asian type TTDLYCYEQLSDSSEEEDEID
AF536180.1 HPV16 Isolate African-1 type TTDLYCYEQLNDSSEEEDEID
HQ644298.1 HPV16 Isolate Z109 TTDLYCYEQLSDSSEEEDEID
AF472509.1 HPV16 Isolate variant (African type 2) TTDLYCYEQLSDSSEEEDEID
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HQ644257.1 HPV16 Isolate Qv00512 TTDLYCYEQLNDSSEEEDEID
AY686579.1 HPV16 Isolate Qv15321AA TTDLYCYEQLNDSSEEEDEID
AF402678.1 HPV16 Isolate Asian-American variant TTDLYCYEQLNDSSEEEDEID

FIGURA 2: Relagoes filogenéticas das sublinhagens do HPV16, baseados na analise da sequéncia
do gene E7 do HPV16, depositada no banco de dados do NCBI.

Igi|56462978|gb|AY686579.1| Human papillomavirus type 16 isolate Qv15321AA complete genome

Igi|29468132|gb|AF402678.1| Human papillomavirus type 16 Asian-American variant complete genome
0i[399525822|gb|HQ644257.1| Human papillomavirus type 16 isolate Q0512 complete genome

0i[33330945|gb|AF536180.1| Human papillomavirus type 16 isolate African-1 type complete genome

0i[399526191|gb|HQ644298.1| Human papillomavirus type 16 isolate Z109 complete genome
0i|27463084|gb|AF472509.1| Human papillomavirus type 16 variant (African type 2) complete genome

0i[33330060|gb|AF534061.1| Human papillomavirus type 16 East Asian type complete genome

0i[33330936|gh|AF536179.1| Human papillomavirus type 16 isolate European German 131 type complete genome
0i[333031|gb|K02718.1|PPH16 Human papillomavirus type 16 (HPV16) complete genome
0i[399525633|gb|HQ644236.1| Human papillomavirus type 16 isolate AS411 complete genome
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