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RESUMO

O Papilomavirus humano (HPV) ¢ o grande responsdvel por causar diversos tipos de
canceres, destacando-se o cancer cervical, e as lesdes genitais, sendo o oncogene ES5
pertencente a esse patdogeno importante para seu potencial oncogénico. Esse trabalho analisou
a variabilidade genética in silico do gene E5 das sequéncias génicas do HPV 16 utilizado o
banco de dados genomicos do National Center for Biotechnology Information (NCBI) a fim
de identificar, por meio do alinhamento dos codons, mudangas estruturais na organizacao da
estrutura secundaria da oncoproteina, que poderia influenciar em seu grau de patogenicidade.
As analises das variagdes do oncogene E5 do HPV16 depositadas nos bancos de dados,
revelaram a existéncia, por meio do software PSIPRED, de varios sitios polimorficos, por
meio da investigacao da estrutura secundaria da proteina, bem como as variagdes encontradas
nas sequencias das variantes, em relacdo a sequéncia protdtipo K02718. Em relacdo ao
mapeamento dos epitopos conforme os padrdes da plataforma IEDB, foi observado que a
sequéncia da oncoproteina 16E5 da amostra de referéncia KO02718, formou epitopos
imunogénicos com moléculas pertencentes ao MHC-I (HLA-A ¢ HLA-B) e MHC-II (HLA-
DR), sendo as moléculas complexo HLA-A estdo mais relacionadas com a agdo da
oncorproteina 16E5. As mutagdes nao-sindnimas promovem mudancgas no arcabouco da
estrutura secundaria da oncorproteina 16E5 necessitando-se de um estudo das células para
sabermos o0 impacto que tais mudangas geram na progressao da carcinogénese. O estudo dos
epitopos imunogénicos ¢ bastante util para o planejamento da identificagdo e da identificacao
de progressdes carcinogénicas precoces, sendo a biologia computacional uma nova vertente
de estudo cientifico para identificagdo e acdo inicial para o desenvolvimento de estratégias
imunoterapéuticas.

Palavras-chave: Papilomavirus Humano 16. Oncogene. Neoplasias do Colo Uterino.



ABSTRACT

The human papillomavirus (HPV) is largely responsible for causing several types of cancer,
especially cervical cancer, and genital lesions, being the oncogene E5 belonging to this
pathogen important for its oncogenic potential. This work analyzed the in silico genetic
variability of gene ES of HPV 16 gene sequences using the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) genomic database in order to identify, through the alignment of the
codons, structural changes in the organization of the secondary structure of oncoprotein,
which could influence its degree of pathogenicity. Analysis of HPV16 oncogene ES variations
deposited in the databases revealed the existence, through the PSIPRED software, of several
polymorphic sites, by investigating the secondary structure of the protein, as well as the
variations found in the variant sequences, with respect to the prototype sequence K02718.
Regarding the mapping of the epitopes according to the IEDB platform standards, it was
observed that the oncoprotein 16E5 sequence of the reference sample K02718 formed
immunogenic epitopes with molecules belonging to MHC-I (HLA-A and HLA-B) and MHC-
II. (HLA-DR), where HLA-A complex molecules are more related to the action of
oncorprotein 16E5. Non-synonymous mutations promote changes in the secondary structure
structure of 16ES oncorprotein requiring a cell study to determine the impact that such
changes have on the progression of carcinogenesis. The study of immunogenic epitopes is
very useful for planning the identification and identification of early carcinogenic
progressions, being computational biology a new strand of scientific study for identification
and initial action for the development of immunotherapeutic strategies.

Keywords: Human Papillomavirus 16. Oncogene. Cervical Neoplasms.
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1 INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) ¢ responsavel por causar o cancer cervical, o qual
vem afetando, principalmente, um grande numero de individuos jovens. Além deste, o HPV
também esta correlacionado com o desenvolvimento de outros tipos tais como o cancer na
vagina, pénis, vulva e anus. Também foram evidenciados infec¢des na regido da cabega e do
pescogo, canal auditivo, seios nasais e cavidade oral (ABRAMOWITZ et al., 2019).

Os genotipos do HPV sdo divididos em duas categorias: HPV de alto risco (High Risk
HPV (HR-HPV) e o HPV de baixo risco (Low Risk HPV (LR-HPV). Esta classificagdo ¢
dada de acordo com a capacidade oncogénica do gendtipo. De uma forma geral, os LR-HPVs
sdo responsaveis pelo aparecimento de verrugas genitais, enquanto os HR-HPVs estdo
associados com mudancas celulares anormais que progridem para o cancer (CECCARELLI et
al., 2018).

A maioria das infec¢cdes ndo se manifestam nos primeiros anos apos o contagio € a
auséncia de lesdes nao significa a inexisténcia da infec¢dao pelo HPV. Dessa forma, os testes
de deteccdo do DNA do HPV tém sido amplamente utilizados para a deteccdo da infecgao,
que pode se encontrar em estado latente (ROMPALO, 2011).

Os gendtipos HPV16 e HPVI18 sdao considerados de alto risco oncogénico,
amplamente distribuidos ao redor do mundo, contribuindo com mais de 70% dos casos de
cancer cervical. Destes, o HPV16 ¢ o genotipo com maior disseminacdo na populagdo
mundial (ZHANG et al., 2017).

Neste contexto, o estudo das variantes do HPV16 tem possibilitado a identificacdao de
novos polimorfismos, denominados SNPs (single-nucleotide polymorphisms). Esta
identificacao molecular, tem permitido identificar as linhagens e sublinhagens do HPV16 com
maior persisténcia no processo infeccioso e com maior predisposicdo ao desenvolvimento de
lesdes que culminem com o estabelecimento do processo carcinogénico cervical (BURK et
al., 2013).

O gene ES5 e sua oncoproteina vem sendo estudados pela sua relagdo com o processo
de carcinogénese mediada pelo HPV. Ele estimula a proliferacdo celular, através da ativacao
dos receptores para o fator de crescimento epitelial (EGFR), e nas etapas de iniciagdo da
carcinogénese, além de interagir com moléculas do sistema imune (DOORBAR et al., 2013).

Assim, a identificagdo dos principais genétipos circulantes numa populacdo, bem
como o entendimento das suas variagdes genéticas, tem sido objeto de analise por diversos

grupos de pesquisa. A partir das andlises filogenéticas e com a determinacdo de similaridades
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entre as linhagens dos HPVs circulantes, podemos identificar o desenvolvimento e a
prospeccdo de novas espécies de HPV, cujo o estudo genético das linhagens e das
sublinhagens, podem ser uteis para o desenvolvimento de novas estratégias
imunoterapéuticas.

Este trabalho tem como objetivo geral, identificar os polimorfismos do oncogene ES
do HPV16, a partir da coleta de sequencias génicas disponiveis na base de dados de
sequéncias gendmicas do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Como
pergunta de partida que norteou este trabalho indagou-se: qual a variabilidade genética
descrita para o oncogene E5 do HPV 16 nas bases genomicas?

A hipdtese aventada ¢ de estejam descritas varidaveis gendmicas que, mesmo em
pequena quantidade, face a dificuldade de pesquisa desta regido gendmica e sue produto,

contribuem com a infectividade do HPV.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar, in silico, a variabilidade genética do oncogene E5 do HPV16, das sequéncias
génicas depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology Information

(NCBI).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar os sitios polimorficos na oncoproteina ES.

e Analisar os potenciais efeitos desta heterogeneidade genética no processo infeccioso.

e Identificar possiveis epitopos imunogénicos com os alelos da classe MHC-1 e MHC-II.
e Realizar a predi¢ao da estrutura secundaria da oncoproteina ES do HPV16 e comparar

a morfologia entre as variantes 16ES.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O CANCER CERVICAL

O cancer cervical ¢ o segundo cancer mais comumente diagnosticado na atualidade e a
terceira principal causa de morte oncologica entre as mulheres nos paises em
desenvolvimento (CHEN et al., 2017). Atualmente, apresentam-se no mundo cerca de 530 mil
casos novos e, no Brasil, representa a quarta causa de morte por cancer e atingiu 5.430 mortes
no ano de 2013.

Nos paises desenvolvidos, predominam os tipos de cancer associados a fatores de
urbanizagdo e desenvolvimento (pulmao, prdstata, mama feminina, colon e reto). Por outro
lado, nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento predomina grande incidéncia de
canceres associados a infecgdes como os do colo do utero, estdmago, es6fago, figado (INCA,
2018).

As taxas de morbimortalidade por cancer de colo de utero sdo altas em paises em
desenvolvimento, principalmente pelo fato de ser uma patologia de facil disseminagdo por via
sexual e por ter uma evolugdo relativamente lenta comparado a outros tipos de canceres. No
que diz respeito aos cofatores associados a carcinogénese cervical, o principal fator
relacionado com o surgimento e a progressao das lesdes cervicais ¢ o HPV. O HPV ¢
transmitido principalmente por via sexual através do contato direto com a pele ou mucosa
infectada. No entanto, embora estas lesdes possam ser assintomaticas e transitorias, algumas
mulheres desenvolvem infecgdes persistentes e que possivelmente resultardo em lesdes
precursoras do cancer do colo do utero. (FREITAS et al., 2012).

No entanto, diversos cofatores estdo associados a progressdo das lesdes e ao
estabelecimento do cancer cervical. Dentre eles, podemos considerar o contato sexual cada
vez mais precoce, multiplos parceiros sexuais, imunosupressao, tabagismo, co-infec¢des, uso
constante de contraceptivos orais, condicdo socioecondmico € educagdo precarias
(EBRAHIMI, 2017; TRAVASSOS et al., 2017).

O processo infeccioso se dd a partir de microlaceragdes da pele e mucosa
desenvolvidas durante a relacdo sexual, possibilitando a passagem do virus as células
indiferenciadas da camada basal do epitélio. Outras vias de transmissao tém sido investigadas,

como através da placenta ou até o leite materno (FERRARO et al., 2011).
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3.1.1 Prevencio e Diagndstico

A prevengao primdria do cancer do colo do tutero estd relacionada a diminui¢do do
risco de contagio pelo HPV, o qual pode se dé através da aquisicdo de conhecimento dos
fatores de risco associados a transmissao.

As acdes de prevencdo de cancer cervical podem ser atingidas com a difusdo da
vacinacao e na triagem com o método de rastreio do Papanicolau (TEIXEIRA, 2015). Isso ¢
explicado pelo fato de o nimero de casos de HPV e sua distribui¢do em pacientes com lesoes
pré-cancerosas dependem de fatores como acesso ao exame citologico e a distribuicdo de
vacinas na regido (LI et al., 2017).

Atualmente, sdo utilizadas duas vacinas profilaticas contra o HPV: a vacina bivalente
e a vacina tetravalente. A vacina bivalente apresenta protecao contra infec¢ao incidente ou
persistente dos sorotipos de alto risco tipos 16 e 18, e também previne as lesdes neoplasicas
(LIMBERGER et al., 2012). J4 a vacina tetravalente, conhecida como Gardasil, protege
contra HPVs de alto risco e também inclui prevencao contra HPV6 ¢ HPV11. Recentemente
foi aprovada a vacina Gardasil 9 expande ainda mais a protecdo adicionando cinco tipos
adicionais de sorotipos do HPV (31, 33, 45, 52 e 58) (KRASHIAS et al., 2017).

Desde 2014, a vacina tetravalente apresenta-se disponivel na rede publica, que visa a
protecdo contra os sorotipos 6, 11, 16 e 18 do HPV para meninas de 9 a 13 anos; e, a partir de
2017, também para os meninos de 11 a 13 anos (INCA, 2018).

Quando foi introduzida no calendario nacional de vacinagdao do SUS, a vacina HPV
quadrivalente foi adotada pelo Ministério da Saude através de esquema de trés doses, com a
segunda dose apds seis meses da aplicagdo da primeira, e a terceira dose administrada 5 anos
apos o uso da segunda. Houve reducao de trés para duas doses, por comprovagao de equidade
de eficacia e, em 2014, o Ministério da Saude incrementou no calendario vacinal a vacina
tetravalente, para meninas de 9 a 13 anos. Em 2017, o esquema de vacinagdo foi estendido
pelo Sistema Unico de Satide (SUS), para as meninas de 9 a 14 anos e os meninos de 11 a 14
anos (SANTOS; DIAS, 2018).

Em estudos clinicos, a vacina mostrou-se altamente efetiva contra o cancer na regiao
anogenital, com eficacia superior a 95%, contra lesdes pré-cancerosas e cancer vaginal/vulvar,
neoplasia intra-epitelial cervical e contra lesdes genitais causadas por HPV tipos 6, 11, 16 ¢
18. A duragdo da imunidade desta vacina ¢ de pelo menos cinco anos (SANTOS; DIAS,

2018).
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Também ¢ difundido o esquema de trés doses (zero, dois e seis meses) para mulheres
entre 9 e 26 anos de idade portadores de HIV. Em 2017, a populacdo do sexo masculino
também foi incluida nas estratégias de prevengao, sendo oferecido também o esquema de trés
doses (zero, dois e seis meses) para individuos do sexo masculino portadores do HIV, entre 9
e 26 anos de idade (SANTOS; DIAS, 2018).

Para diagnodstico podem ser utilizados exames clinicos, laboratoriais ou radioldgicos,
de pessoas com sinais sugestivos da doenca, além de método de rastreamento por citoldgico
(INCA, 2018).

A difusdo da citologia, 0 maior acesso ao tratamento e o acesso oportuno a
confirmagdo diagndstica, tem ajudado na diminui¢do da mortalidade decorrente de cancer
cervical, sendo esse o método de triagem considerado o padrio-ouro no Brasil. E considerado
um exame de baixo custo, com alta especificidade, porém pouca sensibilidade na detec¢ao de
lesdes pré-malignas (RINCON; MORALES; RINCON-OROZCO, 2017).

Em apresentacdes clinicas tipicas, o diagndstico ¢ baseado em achados clinicos, mas,
se houver alguma davida na conduta clinica, sdo realizadas analises laboratoriais adequadas,
como avaliagdes histopatoldgicas ou microbioldgicas. (EBRAHIMI, 2017).

O diagnéstico definitivo ¢ elaborado por meio da deteccdo do DNA viral através do
uso de testes moleculares, como a hibridizacao in situ, captura hibrida e a rea¢do em cadeia da

polimerase, sendo este ultimo o mais comum (HOFFMANN, 2015).

3.1.2 Citopatolégico

A nomenclatura atualmente em uso no Brasil tem como base o Sistema de Bethesda,
que ¢ a classificacdo mais utilizada em citologia do esfregaco cervical. Neste sistema sao
adotadas as seguintes nomenclaturas: lesdes intraepiteliais de baixo grau (LSIL) e lesdes
intraepiteliais de alto grau (HSIL) (INCA, 2018).

De acordo com o INCA (2018), em relacdo as atipias celulares, podemos subdividir o
padrao de aparecimento celular em:

e (Células atipicas de significado indeterminado: Para qualquer célula envolvida, essas
alteragdes podem ser possivelmente ndo neoplasicas ou nao podendo excluir lesdao
intraepitelial de alto grau. Essas atipias podem ser de células escamosas (ASC),
glandulares (AGC) ou de origem indefinida;

e Atipias em células escamosas: sao separadas em lesdao intraepitelial de baixo grau

(LSIL — que inclui a neoplasia intraepitelial grau I (NIC grau I) e efeito citopatico
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causado pelo HIV), lesdo intraepitelial de alto grau (HSIL — NIC graus II e III, com
maior potencial de evolucdo maligna), lesdo intraepitelial de alto grau ndo podendo
excluir microinvasao, e carcinoma epidermoide invasor;

e Atipias em células glandulares: inclui o adenocarcinoma in situ (AIS) e o
adenocarcinoma invasor, que pode ser cervical, endometrial ou sem outras
especificagdes (referente a adenocarcinomas de origem uterina);

e OQOutras neoplasias malignas: item no qual devem ser descritos os achados

correspondentes a neoplasias glandulares de origem extrauterina.

3.1.3 Rastreamento

O método atual e eficaz de rastreamento do céancer cervical no Brasil ¢ o exame
citopatologico, conhecido como exame do Papanicolaou. Nos paises que adotaram o exame
de Papanicolau, a incidéncia e a mortalidade do cancer do colo do tutero diminuiram
(FELDMAN, GOODMAN, PEIPERT, 2019).

O citopatolégico deve ser oferecido as mulheres assintomaticas na faixa etaria de 25
a 64 anos e que ja desenvolveram ao menos uma relagdo sexual. O intervalo entre os exames
deve ser de trés anos, ap6s dois exames negativos, com intervalo anual. Em caso de resultado
de lesdo de baixo grau, a indicagdo ¢ de repeticdo do exame em seis meses (INCA, 2018).

O papanicolau ¢ um dos métodos de rastreio mais eficientes adotado em paises
subdesenvolvidos. A Triagem pode detectar os estagios iniciais do carcinoma de células
escamosas ¢ do adenocarcinoma (FELDMAN, GOODMAN, PEIPERT, 2019). Entretanto, o
exame citopatologico apresenta falhas, pois a taxa de resultados falso-negativos pode variar
de 2% a 50%, principalmente devido a erro de coleta, de escrutinio e de interpretagdo, além
do fato de ndo abranger toda a populagao feminina (TAVARES, 2007).

Por conta da elevada taxa de resultados falso-negativos, novos métodos moleculares
tém sido empregados, para a deteccdo do DNA do HPV, com resultados promissores quando

comparados com a citologia oncética (LIMA et al., 2017).

3.1.4 Estadiamento

Apo6s estabelecido o diagnodstico de cancer de colo de tutero, deve-se prosseguir a

investigagdo com as medidas necessarias para o estadiamento da doenca, a fim de determinar

as melhores opgdes terapéuticas para cada caso (CIBULA et al., 2018).
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Em relacdo aos exames laboratoriais, preconiza-se a realizagdo de hemograma, exames
de funcdo hepatica e renal. A investigagdo radiologica inclui ressonancia magnética de pelve,
ressonancia magnética de abdome e tomografia de térax. A cistoscopia, se houver suspeita de
invasdo da bexiga, e a retossigmoidoscopia, se houver suspeita de invasdo retal. O
estadiamento do cancer de colo uterino, a partir dos exames expostos acima e segundo a

classificagdo TNM, esta descrito a seguir (Tabela 1) (CIBULA et al., 2018).

Tabela 1 - Classificagcdo TNM do estadiamento do cancer do colo do utero.

T- Tumeor primario

Tx Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tla Carcinoma invasivo microscopico, invasdao do estroma cervical < 5 mm e extensdo horizontal < 7
mm

Tlal Invasdo do estroma < 3 mm e extensdo < 7 mm

Tla2 Invasdo do estroma > 3 € < 5 mm e extensdo < 7 mm

T1b Lesao clinica confinada ao colo uterino ou lesdo microscépica maior que Tla

T1bl Lesdo clinica <4 cm na maior dimensao

T1b2 Lesdo clinica > 4 cm na maior dimens&o

T2 Tumor invade além do utero, mas ndo a parede pélvica ou o tergo inferior da vagina

T2a Sem invasdo de paramétrios

T2al Lesdo clinica <4 cm

T2a2 Lesdo clinica > 4 cm

T2b Invasdo de paramétrios

T3 Tumor estende-se até a parede pélvica e/ou envolve o terco inferior da vagina e/ou causa

hidronefrose ou rim ndo funcionante

T3a Envolvimento do terco inferior da vagina, sem extensdo para a parede pélvica
T3b Extensdo até a parede pélvica e/ou e/ou hidronefrose ou rim nio funcionante
T4 Extensao para além da pelve verdadeira ou invasdo (confirmada por bidpsia) da mucosa da bexiga

ou reto. Edema bolhoso vesical apenas nao permite que um caso seja alocado como T4

T4a Invasdo da mucosa da bexiga ou reto. Edema bolhoso vesical apenas ndo permite que um caso seja
alocado como T4

T4b Extensdo para além da pelve verdadeira

N — Linfonodos

Nx Linfonodos regionais ndo acessados
NO Sem metastases para linfonodos regionais
N1 Metastases para linfonodos regionais

M — Metastases a distancia
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MO Sem metastase a distancia
M1 Metastase a distancia

Agrupamento TNM

Estadio I Tl NO MO
Estadio TA Tla NO MO
Estadio A1 Tlal NO MO
Estadio [a2 Tla2 NO MO
Estadio IB Tlb  NO MO
Estadio IB1 Tlbl NO MO
Estadio IB2 T1b2 NO MO
Estadio 11 T2 NO MO
Estadio ITA T2a  NO MO
Estadio 11A1 T2al NO MO
Estadio 11A2 T2a2 NO MO
Estadio 11B T2b  NO MO
Estadio 111 T3 NO MO
Estadio IITA T3a NO MO
Estadio I1IB T3b  NO-1 MO

T1-3 N1 MO
Estadio IVA T4 NO-1 MO
Estadio IVB T1-3 NO-1 M1

Adaptado de Cibula et al. (2018).

3.1.5 Tratamento

O tratamento de precursores e doenga em estidgio inicial pode prevenir o
desenvolvimento de cancer invasivo do colo do utero e reduzir a mortalidade por cancer do
colo do utero (FELDMAN; GOODMAN; PEIPERT, 2019).

O tratamento da doenca cervical pré-invasiva se baseia na extensdo da doenga. Nestes
casos, as pacientes podem ser tratadas com criocirurgia, eletrocauterizagdo, vaporizagdo com
laser, excisdo eletrocirurgica com al¢a (LEEP) ou conizagdo da cérvice. O carcinoma de colo
uterino localizado (estagios I a ITA) pode ser tratado com cirurgia isolada, s6 com radioterapia
ou com uma combinagao de cirurgia e radioterapia. O carcinoma cervical avancado (estagios
IIB a IV ¢ tratado com radioterapia isolada. Se ocorrer cancer cervical pré-invasivo
(carcinoma in situ) quando uma mulher completou a fase reprodutora, uma histerectomia ¢

usualmente recomendada (OTTO, 2002).
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Mulheres com cancer cervical limitado ao utero apresentam a doenga em estagio
inicial, sendo esses 1A, 1B1 e 1B2. As opgdes de tratamento para essas mulheres incluem
histerectomia radical modificada, cirurgia poupadora de fertilidade ou radioterapia primaria
(RT) com ou sem quimioterapia.

A cirurgia e quimiorradioterapia sdo sozinhas ou concomitantes potencialmente
curativas, com cirurgia reservada para pequenos (4 cm) tumores locais (estagios 1A, IBI e
ITA1). A cirurgia radical pode ser uma opcao de tratamento nos pacientes com do tumor >4
cm (estagio FIGO 1B3 / 2A2) e linfonodos negativos no estadiamento radioldgico
(HALDOSEN et al.,, 2019). A traquelectomia radical e a linfadenectomia opgdes para
preservagdo de fertilidade para mulheres com doenga em estdgio inicial com tumor menor que
2 cm, com auséncia de metastases (LEE, CATALANO, DEHDASHTI, 2015).

Quando a mulher ndo completou a fase reprodutora e a invasao ¢ inferior a I mm, uma
bidpsia em cone pode ser suficiente (SMELTZER; BARE, 2002). A mesma autora relata que
as pacientes que apresentam lesdes precursoras ou pré-malignas devem ser tranquilizadas de
que nao possuem cancer. Entretanto, a importancia do acompanhamento de perto ¢ enfatizada,
porque a condi¢do, quando nao tratada por um longo periodo, pode progredir para o cancer.
Os pacientes com cancer cervical in situ também precisam saber que esse €, em geral, um tipo
de cancer de crescimento lento e ndo-agressivo, provavelmente sem recidiva depois do
tratamento apropriado.

O acompanhamento frequente ap6s a cirurgia € imperativo porque o risco de recidiva ¢
de 35% depois do tratamento para o cancer cervical invasivo. Em geral, a recidiva ocorre
dentro dos 2 primeiros anos. As recidivas sdo frequentes no quarto superior da vagina, e a
obstrugdo ureteral pode ser um sinal. Perda de peso, edema da perna e dor pélvica podem ser
os sinais de obstrugdo linfatica e metastase (SMELTZER; BARE, 2002).

O tratamento da HSIL ¢ conizagdo, geralmente com um ciclo de diatermia
(“procedimento eletrocirurgico de loop” também conhecido como CAF) que consegue
controlar a doenga na maioria dos casos).

A doenca da forma metastatica representa-se quando ha linfonodos pélvicos ou
paraadrticos positivos, sendo fundamental a imagem por ultrassonografia transvaginal ou
transretal ou ressondncia magnética para saber-se a extensdo do tumor pélvico. No cancer de
colo localmente avangado, a tomografia por emissao de positrons € importante, uma vez que a
identificacdo de linfonodal metastatica e metdstases a distancia tem consequéncias

terapéuticas (HALDOSEN et al., 2019).
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Apds o tratamento, a doenca voltard a ocorrer em aproximadamente um tergo
pacientes tratados para cancer localmente avangado, principalmente nos 2 primeiros anos
(LEE, CATALANO, DEHDASHTI, 2015). A colposcopia, a citologia e o teste para HPVs de

alto risco sdo tuteis no monitoramento das infecgoes.

3.2 OS PAPILOMAVIRUS (PVS)

3.2.1 Historico

Em meados da década de 1950 e inicio dos anos 1960, quando as observacdes sobre os
poliomavirus e os papilomavirus foram realizadas com o auxilio da microscopia eletronica,
pode-se constatar que ambos os virus eram constituidos por um genoma de DNA circular
dupla fita e por um capsideo com formato icosaédrico ndo-envelopado. Como consequéncia
destes achados, ambos os virus foram classificados dentro de uma mesma familia denominada
Papovaviridae (ZUR HAUSEN, 2002; BERNARD, 2005).

Por volta dos anos 1970, os estudos sobre a biologia da infeccdo provocada pelos
papilomavirus, atrairam um grande interesse, por se tratarem de agentes que provocam o
aparecimento de verrugas. Estas lesdes benignas foram observadas em humanos e outros
mamiferos, e por muito tempo foi considerado um problema de ordem estética, ¢ ndo um
problema de satide publica (ZUR HAUSEN, 2002).

A coleta de verrugas e a andlise das lesdes dos pacientes com Epidermiodisplasia
verruciforme (EV), foi utilizada para isolar grandes quantidades de particulas virais,
objetivando-se isolar o DNA gendmico dos virus com o propoésito de interpretar o padrao de
bandas por digestdo enzimatica e hibridizagcao por Southern Blot (VILLIERS et al., 2004).

Nos anos 1980, dezenas de HPVs foram detectados em lesdes de mucosa de natureza
benigna e maligna. Os estudos das sequéncias génicas demonstraram que as similaridades
encontradas entre os poliomavirus e os papilomavirus, que os faziam pertencer a mesma
familia, eram muito superficiais para se estabelecer uma possivel relagao de parentesco. Um
dos achados, estava na analise do tamanho do genoma; enquanto os poliomavirus apresentam
um genoma de tamanho de 5 Kb, os papilomavirus possuem um genoma com tamanho
aproximado de 8 Kb (REBRIKOV et al., 2002).

No inicio dos anos 2000, a familia Papillomaviridae tornou-se oficialmente

reconhecido pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). Os dados atuais
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mostram a existéncia de mais de 200 tipos de HPVs, com o seu genoma isolado e totalmente

sequenciados (De VILLIERS et al., 2004).

3.2.2 Cancer Cervical: Distribuicdo do Novos Casos no Brasil e Rastreamento

O cancer cervical representa a quarta causa mais comum de canceres em mulheres ao
redor do mundo, tendo sido estimado cerca de 528 mil novos casos € 266 mil mortes, no ano
de 2012 (Ferlay et al., 2015). No Brasil foram estimados 16.370 novos casos de cancer
cervical para o biénio 2018-2019, com um risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil
mulheres, ocupando a terceira posicdo dos tipos de canceres mais frequentes no pais e, no
Nordeste do Brasil, ocupa a segunda posi¢dao, com um risco estimado de 20,47 para cada 100

mil mulheres (Tabela 2) (INCA, 2018).

Tabela 2 — Estimativas de novos casos de cancer cervical nos Estados da Regiao

Nordeste do Brasil, para biénio 2018-2019.

Estado Numero de Casos Estimados Taxa Bruta por 100 mil hab.
Bahia 1230 15,72
Maranhéo 1090 30,55
Pernambuco 1030 20,84
Ceara 990 21,24
Piaui 430 26,19
Paraiba 370 17,57
Alagoas 320 18,49
Rio Grande do Norte 320 17,93
Sergipe 250 20,78

Fonte: Inca (2018).

No Estado da Paraiba, estima-se 370 novos casos diagnosticados no ano de 2018, com
uma taxa bruta de 17,57 novos casos/100.000 habitantes (tabela 1) e, na Capital, o
aparecimento de 80 novos casos (Tabela 3) (INCA, 2018).
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Tabela 3 — Estimativas de novos casos de cancer cervical nas Capitais da Regido

Nordeste do Brasil, para o biénio 2018-2019.

Capital Estimativa de casos de Cancer Cervical
Salvador 300

Sao Luis 240

Fortaleza 290

Recife 180

Teresina 140

Maceid 130

Natal 100

Jodo Pessoa 80

Aracaju 60

Fonte: Inca (2018).

No Brasil, temos diversos programas de prevencao, controle e rastreamento do cancer
cervical, o que permite a conscientizagdo e a deteccdo precoce das anormalidades citologicas
(ANGHEBEM-OLIVEIRA; MERLIN, 2010).

Para o rastreamento do cancer cervical, temos o exame citopatologico, através do teste
Papanicolau, recomendado pelo Ministério da Satide e adotado em mulheres sexualmente
ativas, prioritariamente entre 25 a 64 anos, o qual permite detectar lesdes pré-invasivas, o que
demonstra a necessidade e a importancia da precocidade e exatiddo do diagnostico
(STEENBERGEN et al.,, 2005). Por outro lado, a andlise histopatologica, vem sendo
considerado o padrao-ouro para o diagndstico, embora ocorram variagdes na interpretacao das
atipias celulares (ANGHEBEM-OLIVEIRA; MERLIN, 2010).

Os tipos virais que estdo associados com o desenvolvimento e progressao das lesdes
sdo denominados HPVs de alto risco (High Risk HPV), ou simplesmente HR-HPV (MUNOZ
et al., 2006). Atualmente, mais de 200 genomas de HPVs foram totalmente sequenciados.
Deste total, cerca de quinze gendtipos estdo associados com o alto risco oncogénico €, na
Regido Nordeste do Brasil, os mais prevalentes em lesdes cervicais foram ja identificados
foram os HPV16, HPV18, HPV31, HPV33 e HPV58 (CHAGAS et al., 2013; GURGEL et al.,
2015).
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A transmissdo do HPV se dé através de relagdes sexuais (vaginal, oral e/ou anal), onde
a presenga de microtraumas na mucosa sdo utilizadas para alcangar as células basais do
epitélio cervical. Nos individuos imunocompetentes, o virus pode ser eliminado do organismo
antes de causar a lesdo, caso contrario, teremos a formacdo de lesdes intraepiteliais
denominadas de Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NICs), que podem evoluir
gradativamente, em trés estagios, reconhecidas como lesdo grau 1, de baixo risco oncogénico,
e as lesdes grau 2 e grau 3, de alto risco oncogénico, simbologicamente representadas por
NICI, NICII e NICIII, respectivamente, até¢ o estabelecimento da neoplasia maligna
(STEENBERGEN et al., 2005), este ultimo, ocorre devido a uma infec¢do persistente, onde
evidencia-se a integragdo do genoma viral no genoma do hospedeiro (WOODMAN et al.,
2007).

Este processo infeccioso mediado pelo HPV visa a modulagao da proliferagdo celular,
apoptose e o controle da resposta imune do hospedeiro. A resposta imune celular corresponde
ao principal tipo de protecdo contra a infecgdo pelo HPV e, no caso das infecgdes persistentes,
a resposta imune ¢ inibida, o que contribui para o nao reconhecimento do virus pelo

organismo hospedeiro e consequente manifestacao do seu perfil infeccioso (YU et al., 2012).

3.2.3 HPV: Estrutura Viral e Organiza¢io Gendmica

O HPV ¢ um pequeno virus de DNA nao-envelopado, com didmetro de 55 nm, DNA
circular de fita dupla, com cerca de 8000 pares de base (pb), associados as histonas, e tem
como caracteristica exibir tropismo por células epiteliais cervicais (ZUR HAUSEN, 1996).

O seu genoma apresenta oito quadros abertos de leitura (Open Reading Frames —
ORFs) e pode ser dividido nas seguintes regides: (1) uma regido de controle denominada de
Regidao Longa de Controle (LCR); (2) genes de expressdao precoce, denominados genes
Earlier (genes E); (3) genes de expressdo tardia, denominados genes Late (genes L); e (4)
uma regido de controle, denominada Non-Coding Region (NCR) (Figura 1) (ZUR HAUSEN,
1996).

Figura 1 — Representacao esquematica do genoma completo do HPV16.
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A estrutura ¢ representada por um DNA circular fita dupla, com cerca de 8kb. Genes E: genes de expressdo
precoce; Genes L: genes de expressdo tardia.
Fonte: Doorbar et al. (2012).

As regidoes LCR e NCR apresenta na sua estrutura a origem de replicagdo viral
(denominada de ORI), além de alguns sitios de transcricdo génica. A sequéncia NCR, em
particular, contém um sitio de poliadenilagdo (pAE), que ¢ responsavel pela regulacdo dos
genes precoce do genoma viral. Os genes E estdo representados pelas regides E1, E2, E4, ES,
E6 e E7, que estdo relacionados a regulagao do ciclo viral, e os genes L responsaveis por
sintetizar a estrutura do capsideo viral (ZUR HAUSEN, 1996). O papel dos genes E e L estdo

sintetizados a seguir (tabela 4).

Tabela 4 — Papel geral dos genes de expressao precoce (Earlier) e tardios (Late) no curso

da carcinogénese cervical.

Gene Significado Biologico

L1 Sintese da proteina maior do capsideo, empacotamento do genoma e liberagdo de particulas virais.
L2 Sintese da proteina menor do capsideo, empacotamento do genoma e liberagdo de particulas virais.
E1l Atividade de DNA helicase e ligacdo de ATP DNA dependente. Atua no controle da replicagdo do

DNA viral na célula infectada. Forma um complexo com a proteinas E2, o que permite a sua
atividade catalitica.

E2 Atua como regulador da transcricdo, ativando ou reprimindo a ativacdo dos genes precoces do
genoma viral, além de atuar, juntamente com a proteina E1, no controle do ciclo de replicagdo viral.

E4 Expressdo primaria no epitélio em diferenciacdo, associado ao citoesqueleto de queratina das
células epiteliais em cultura. Atua na liberagdo das particulas virais.

E5 Estimula a proliferacdo celular, através da ativagdo dos receptores para o fator de crescimento
epitelial (EGFR), e nas etapas de iniciacdo da carcinogénese, além de interagir com moléculas do
sistema imune.

Eé6 Papel na transformacao celular juntamente com a proteina E7 e na degradagdo da proteina p53 e de
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outras proteinas que atuam na supressao tumoral. Também ¢ responsavel pela inibigdo da apoptose.
E7 Semelhante a proteina E6, atua na transformag@o dos queratinécitos e provoca a inativag@o de pRb,

induzindo, assim, a proliferagdo celular.

Fonte: McBride (2013); Doorbar et al. (2013).

Atualmente s3o descritos mais de 200 gendtipos de HPV ja identificados, onde cerca
de 40 destes estdo relacionadas as infec¢des do trato genital feminino. Na ultima década foi
registrado cerca de 15 gendtipos potencialmente oncogénicos, dentre os quais os tipos 16 e
18, os de maior prevaléncia e oncogenicidade em diversas populacdes (FREITAS et al.,
2017). Dentre os geno6tipos considerados de alto risco oncogénico (HR-HPV), destacam-se os
HPV -16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -58, -59, -68, -73 € -82, e os de baixo risco
(LR-HPV), os tipos HPV -6, -11, -40, -42, -43, -44, -54, -61, -70, -72 ¢ -81 (CLIFFORD et
al., 2003).

Os tipos HPV16, -18, -31 e -52, sdo encontrados com maior frequéncia em mulheres
com lesdo intraepitelial ¢ em mulheres sem lesdo intraepitelial. Nas lesdes de baixo grau
histologico (Low Squamous Intraepitelial Lesion - LSIL), os genotipos mais encontrados sao
os 16, 51, 31 e 52, e nas lesdes de alto grau (High Squamous Intraepitelial Lesion - HSIL) e
no carcinoma invasivo, os gendtipos mais frequentes sao os 16, 18, 31, 58 e 33. Estes dados
estdo diretamente relacionados a geografia da localidade estudada, por exemplo, nos paises
em desenvolvimento encontram-se uma ampla distribuicdo os HPVs16, 18, 58 e 33 e, nos

paises desenvolvidos, os gendtipos 16, 18, 31 e 33 (SANJOSE et al., 2010).

3.3 HETEROGENEIDADE DOS PAPILOMAVIRUS

O desenvolvimento do cancer cervical segue os estagios de exposi¢do sexual a um
HPV oncogénico, persisténcia da infec¢ao e progressao da lesdo pré-cancerosa para o cancer
invasivo. Em cada estagio pode-se ter a influéncia dos fatores ambientais, da biologia do
hospedeiro e das variagdes gendmicas dos virus (Figura 2) (SCHIFFMAN; WENTZENSEN,
2013).

Figura 2 — Processo infeccioso mediado pelo HPV no epitélio cervical.
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Adaptado de Woodman et al. (2007).

A contribui¢do das variantes virais no desenvolvimento do cancer cervical, estd nas
diferencas de infectividade, dado a partir das exposigdes a um tipo ou outro de HPV,
refletindo em respostas diferenciadas do sistema imune, na proliferacao e diferenciagdo viral
(FREITAS et al., 2012; SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2013).

O estudo da heterogeneidade dos HPVs, tem demonstrado que a principal via de
variacdo genética vem surgindo ao longo do acumulo de alteragdes nas sequéncias de
nucleotideos, que contribuem para a diversificagao e especiagao destes virus. No HPV 16, por
exemplo, percebe-se a existéncia de cinco categorias distintas, chamadas de linhagem
Européia (E), Asiatica (As), Asiatico-Americana (AA), Africana-1 (Af-1) e Africana-2 (Af-2)
(BURK et al., 2013).

Estas variacdes gendmicas podem ser compreendidas, como importantes marcadores
no genoma dos HPVs e podem ser devidamente utilizados em estudos de etiologia e
epidemiologia, objetivando-se investigar a sua transmissdo intra e interpopulacional. Por
exemplo, a utilizagdo das variagdes gendmicas encontradas no HPV16 pode ser utilizado para
diferenciar as infecgdes persistentes de uma nova infecgdo, provocada por outra variante do
mesmo genotipo HPV16 (MAYRAND et al., 2000).

No sistema de classificagdo mais atual, os HPVs oncogénicos de maior prevaléncia no
Brasil, os tipos 16, 18, 31, 33 e 58, passaram por uma reformulacdo em relagdo a sua

classificagdo em variantes e sublinhagens. O HPV16 possui quatro variantes designadas por
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A, B, C e D e dez sublinhagens denominadas Al, A2, A3, A4, B1, B2, C, D1, D2 e a D3. O
HPV31 possui trés variantes, designadas A, B e C e sete sublinhagens denominadas Al, A2,
B1, B2, C1, C2 e C3 (BURK et al., 2013).

Esta heterogeneidade mostra que a substitui¢do de nucleotideos pode culminar com o
surgimento de novas variantes de HPVs e afetar o seu potencial oncogénico. Por exemplo, no
estudo de prevaléncia das variantes Af e AA do HPV16, percebeu-se uma elevada
disseminacdo desta variante na América Latina, Africa e Asia e, coincidentemente, ocorreu o
aumento no numero de casos relacionados aos canceres anogenitais (VILLA et al., 2000;
BERUMEN et al., 2001). Assim, algumas variantes podem ser consideradas mais
oncogénicas em relagdo a outras, o que justifica uma investiga¢do detalhada destas variagdes
genOmicas, para um melhor entendimento do processo infeccioso e avaliacao do seu grau de
patogenecidade (FREITAS et al., 2012).

Assim sendo, o papel funcional das variantes dos HPVs, pode estar diretamente
associada com a diversidade patogénica, o que pode interferir na alteracdo do funcionamento
dos elementos regulatérios dentro do genoma, influenciando a persisténcia da infec¢ao e o
risco aumentado para o surgimento do carcinoma invasivo (SCHIFFMAN et al., 2005), além
de influenciar a ativagdo dos oncogenes virais, que naturalmente atuam sobre importantes

componentes do ciclo celular e elementos regulatorios e de reparo do DNA, como as proteinas

p53 e pRb (FREITAS et al., 2012).

3.4 ONCOPROTEINA E5

3.4.1 Aspectos Estruturais e Bioldgicos

A oncoproteina E5S do HPV possui um tamanho que varia entre 40 a 83 aminoacidos, €
apresenta um baixo peso molecular de 10 kDa. E uma proteina de natureza hidrofobica e com
a capacidade de se ligar a diversas membranas celulares, tais como o Aparato de Golgi e o
Reticulo Endoplasmaético, além de se inserir na membrana dos endossomos, alterando a acidez
do meio (VENUTTI et al., 2011).

O seu modo de acdo na carcinogénese cervical ainda estd sob investigacdo,
principalmente devido a algumas caracteristicas peculiares desta oncoproteina, como o seu
pequeno tamanho e hidrofobicidade, que a torna uma proteina de dificil deteccao, aliado aos

seus baixos niveis de expressao génica nos tecidos-alvo infectados (KAVATI, 2012).
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No HPVI16, a oncoproteina E5 (16E5) tem sido alvo de diversas andlises.
Isoladamente, o oncogene ES possui baixa a¢do transformante na célula hospedeira, porém
quando em cooperagdo com outras oncoproteinas virais, a exemplo de E6 ¢ E7, aumenta o
risco carcinogénico (BRAVO; ALONSO, 2004). Nesta relagdo, temos o aumento da
capacidade da E7 de imortalizar os queratinocitos e, consequentemente, um maior potencial
carcinogénico, apresentando maior vantagem na infeccdo e maior probabilidade de
transformagao oncogénica (VENUTI et al., 2011; DIMAIO; PETTI, 2013).

O seu pequeno tamanho e natureza hidrofobica, faz com que seja necessario que a
oncoproteina E5 se desestruture para conseguir se ligar e interagir com suas proteinas alvo,
modificando a sua interface. Seus grupos amina e carboxila formam interacdes de hidrogénio,
adotando uma estrutura energeticamente favoravel, onde as cadeias laterais de aminoacidos
ficam do lado de fora do eixo helicoidal, podendo dessa forma, interagir com os segmentos
transmembranares de outras proteinas celulares (DIMAIO; PETTI, 2013).

A primeira regido hidrofébica de E5 esta associada a capacidade dessas células

invadirem queratindcitos € a matriz extracelular (Figura 3).

HIPY16 E5 protein (10 kDa)

Importance of E5 protein regions

B Intracellular localization
- Amnchorage-inde pendent growlh

1 30 Binding to 16 kDa subunit
- from protonic ATPase
41 54
- Binding to 16 kDa subunit
from protonic ATPase
54 78 aa

Figura 3 - Representacdao esquematica da proteina E5 com 83 aminoacidos.

A proteina encontra-se composta por trés regides hidrofobicas, onde a primeira por¢do esta relacionada ao seu
posicionamento na membrana, e a segunda e terceira por¢des, envolvidas com o estimulo do crescimento celular.
Adaptado de Saavedra et al. (2012).

Através da modelagem molecular, percebe-se que a oncoproteina ES possui 3 hélices
transmembranares e pequenas regides hidrofilicas nas regides C-terminal e N-terminal (figura

4) (WETHERILL et al., 2012).
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Figura 4 — Modelo hexamérico da proteina ES do HPV16.

A figura mostra um canal i6nico gerado pela proteina ES do HPV16 in vitro. Adaptado de Wetherill et al.
(2012).

A oncoproteina E5 atua na modulacdo da atividade de outras proteinas celulares,
afetando principalmente a atividade e metabolismo dos receptores dos fatores de crescimento
celular, como o Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) (DIMAIO; PETTI, 2013).

Durante a multiplicag@o celular, uma das vias de regulagdo da mitose se da através da
atividade da bomba de protons com agao ATPase. Esta bomba ¢ responsavel pela acidificagdo
dos endossomos, o que gera a degradacao dos receptores de superficie dos EGFRs, e
impossibilita a continuidade do ciclo mitdtico. A proteina 16E5 associa-se a subunidade
16kDa do vacuolo de bomba de protons, provocando o seu bloqueio, o que gera uma inibi¢ao
da acidificacdo do endossomos e, consequentemente, inibe a degradacdo dos EGFRs,
aumentando a sinalizag¢ao para a mitose (VENUTI et al., 2011; KAVATI et al., 2012).

O aumento do tempo de meia-vida dos EGFRs, bem como de outros receptores de
fatores de crescimento, estimula a proliferagdo celular e a expansdo dos queratindcitos
infectados. Com o bloqueio da degradagao dos EGFRs, estes receptores interagem com a c-
Cbl, uma ubiquitina-ligase responsavel por controlar negativamente os receptores de
membrana. Com esta atividade bloqueada, teremos uma constante sinalizagdo para a
transducao de sinal (VENUTI et al., 2011; DIMAIO; PETTI, 2013).

16E5 também ¢ responsavel por ativar quinases protéicas, a exemplo da MAPK,

responsavel por aumentar a transcrigdo dos oncogenes c-fos e c-jun, que estimulam a
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transcrigdo de E6, E7 e de outros genes envolvidos no crescimento celular, através da
formag¢do do complexo AP-1, um fator de transcricdo essencial para o ciclo do HPV e
crescimento celular. A ligacdo de E5 com outras proteinas membranares, como EVERI e
EVER2, também aumenta a quantidade de AP-1, e consequentemente de c-fos e c-jun,
podendo gerar mutagdo destes genes e levando a tumores de pele (PATEL et al., 2008).

Dentre outras funcdes celulares atribuidas a oncoproteina E5 estdo (1) aumento da
expressao dos genes COX2 (ciclo-oxigenase-2), (2) aumento dos receptores EP4 de
prostaglandinas, o que leva a um aumento na expressao do Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF), necessarios para o crescimento do tumor, (3) angiogénese e metéstase.

Ha ainda, os receptores de endotelina acoplados a proteina G (ETA), que assim como
as EGFRs possuem atividade mitogénica. A E5 aumenta a atividade de ETA através da
inducdo de seu ligante especifico endotelina-1 (ET-1), aumentando a sinalizagdo mitogénica
dos queratindcitos. Outro mecanismo que ES5 utiliza para desregular o crescimento celular ¢
através da inibicdo das proteinas p21 e p27, envolvidas na inibi¢ao do ciclo celular (DIMAIO;
PETTI, 2013).

Nos HPVs alto risco, E5 também estd envolvida em alteracdes morfoldgicas, como
aumento do tamanho nuclear, aumento do contetido do DNA, poliploidia e binucleacio (fusao
célula-célula), e instabilidade cromossomica (VENUTI et al., 2011; DIMAIO; PETTI, 2013).
Sugere-se que a funcdo primdria de ES ¢ inibir a apoptose em queratindcitos nos estagios
iniciais da infecgdo, através da destrui¢ao do ligante do fator de necrose tumoral (FasL) e/ou
do ligante do fator de necrose tumoral relacionado a inducao de apoptose (TRAIL). De fato,
queratindcitos que expressam 16E5 sdo imunes a acdo anti-apoptotica destes dois fatores

(VENUTI et al., 2011).

3.4.2 Oncoproteina ES e resposta imunologica

A frequéncia de infeccdes pelo HPV e a progressdo para o cancer cervical ¢
dependente de fatores imunologicos: mulheres imunocompetentes tendem a eliminar o virus,
ao passo que mulheres imunossuprimidas tendem a persistir com o virus, podendo
desenvolver lesdes que podem progredir, levando ao processo neoplasico. Fica claro dessa
forma, a importancia do envolvimento da resposta imune na elimina¢do da infec¢do viral
(CAMARA et al., 2003; MONFRE, 2011).

A principal resposta imune utilizada contra o virus ¢ a Th1 (celular), que secreta IFN-y

e ativa os macrofagos. O MHC de classe I expresso na superficie das células, quando
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associado a antigenos intracelulares, ativa os linfocitos T CD8+ e sua consequente agao
citotoxica. Paralelamente, o aumento da resposta de linfocitos T CD4+ estd diretamente
relacionado com a eliminagdo do HPV e condilomas (MONFRE, 2011).

O HPV age por diferentes mecanismos para escapar da resposta imune, entre eles, o
fato do virus ndo causar a lise celular, ¢ dessa forma, ndo haver o recrutramento dos
macrofagos (VENUTI et al., 2011). Tumores cervicais e lesdes de alto grau estdo associadas
com a diminuicdo da resposta Thl, e consequentemente, de IFN-y, IL-2 e TNF-a. Dessa
forma, percebe-se que as concentracdes de IL-2 e IFN-y presentes nos estagios iniciais do
tumor cervical, sio suprimidos por IL-4 e IL-10 em estagios mais avancados (MONFRE,
2011).

A proteina E5 auxilia na evasao imune promovendo a diminui¢ao da sinalizagdo de
infeccdo intracelular, através de interacdo com a cadeia pesada da molécula de MHC classe 1,
internalizando seu antigeno HLA I no aparelho de Golgi. Outra forma importante de reter o
MHC de classe I com seu respectivo HLA no aparelho de Golgi ¢ através da alcalinizagdo dos
compartimentos endomembrana (VENUTI et al., 2011).

Uma vez acumulado no complexo de Golgi, o MHC classe I ndo ¢ expresso na
superficie celular, e, portanto, as células infectadas acabam por ndo ser apresentadas aos
linfocitos T CD8+, e ndo ocorre a resposta adaptativa. (DIMAIO e PETTI, 2013; VENUTI et
al., 2011). A oncoproteina E5 ndo inativa todos os tipos de HLA I: apenas inativa HLA-A e
HLA-B, permitindo a expressao normal de HLA-C e HLA-E (HLA-E nao desempenha fungao
contra a infec¢do por HPV), a fim de evitar a acdo das células NK, que costumam atacar
células que ndo expressam MHC e HLA. A inibicdo do HLA de classe I pode ser reversivel
através da administragdo de Interferon (MONFRE, 2011).

Dessa forma, a fim de evitar a reativagdo do HLA 1, as proteinas E6 ¢ E7 sdao capazes
de inibir o Interferon. Enquanto isso, 16ES5 interfere na maturacdo de MHC classe II, também
impedindo sua expressdo na superficie celular. Porém, diferentemente do HLA I, a
internalizacao do HLA II ¢ irreversivel (DIMAIO; PETTI, 2013; VENUTI et al., 2011). ES
inibe ainda citocinas dependentes de CDId, através do trafico de CDIld e posterior
degradacao por vias proteoliticas, afetando negativamente a imunidade inata e adaptativa

(VENUTI et al., 2011).

3.4.3 Importancia da oncoproteina ES como estratégia imunoterapéutica
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Como visto, E5 atua em diversas etapas do processo carcinogénico, afetando e
desregulando diversas moléculas, e atuando em conjunto com outras proteinas, como E6 e E7.
Além disso, E5 também se associa a proteina E6, aumentando a fragilidade dessas células e
podendo formar vacuolos coilociticos (coildcitos). Tanto os vacuolos perinucleares quanto os
coilocitos sdo importantes caracteristicas de infeccdo por HPV, levando ao diagnostico da
infeccdo (DIMAIO; PETTIL 2013).

De acordo com diversos estudos, ha a possibilidade de se utilizar a E5 como alvo na
terapia de cancer cervical, assim como as vias alteradas por essa proteina. Em modelos
animais que receberam vacinas constituidas por epitopos de E5, houve um aumento de células
T CD8+, conferindo protecao contra tumores e reducao do crescimento tumoral. Por se tratar
de uma proteina expressa em estdgios iniciais da infeccdo e das lesdes, possui potencial
terapia contra a infeccao pelo HPV e lesdes pré-cancerosas, prevenindo contra a progressao
para o cancer invasivo (VENUTT et al., 2011).

Diversos estudos tém avaliado a interacdo entre os HR-HPVs e o sistema imunolégico
do hospedeiro, objetivando ampliar diversas as estratégias terapéuticas e modular a resposta
imune no combate a infecgdo (VICI et al., 2014).

Atualmente, ndo temos medicamentos antivirais contra as infec¢des provocadas pelo
HPV, sendo necessdrio o tratamento via quimioterapia, radioterapia, cirurgia ou
histerectomia. Embora existam essas possibilidades, podemos ter uma alta recorréncia e um
aumento no numero de mortes (WHO, 2016).

Novas infecgdes por HPV podem ser prevenidas com a aplicacdo de vacinas
profilaticas recentemente introduzidas, mas estas vacinas ndo tém um efeito terapéutico nos
milhdes de infectados com o HPV. O tratamento torna-se limitado a estes procedimentos
intervencionistas e, portanto, o desenvolvimento de um agente antiviral eficaz e especifico ¢
extremamente desejavel (WETHERIL et al., 2012).

O cancer associado ao HPV ¢ frequentemente associado a integracdo do genoma do
HPV nos cromossomos do hospedeiro. Em muitos casos, isso resulta em perda do E5 ORF.
Entretanto, dado que a andlise de mRNA indica alta expressdo de E5 em lesdes pré-
cancerosas (CHANG et al., 2001).

Um recente estudo mostra que a oncoproteina ES funciona como um canal ionico e
esta atividade biologica pode ser explorada com uma finalidade terapéutica (WETHERIL et
al., 2012). Canais i6nicos codificados por virus (viroporinas), ja mostraram ser alvos de
drogas viadveis, a exemplo do canal M2 do virus influenza A, que o torna suscetivel a inibigdo

pelas drogas antivirais amantadina e rimantadina. No contexto das infec¢des provocadas pelo
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HPV16, o alvo E5 também foi relatado como suscetivel a inibigdo por estes compostos, bem
como um numero de outras moléculas inibidoras de viroporina reconhecidas (SCHNELL;
CHOU, 2008).

Em relacdo ao desenvolvimento de estratégias vacinais, duas vacinas profilaticas
(bivalente e quadrivalente) foram produzidas para prevenir a infec¢do pelo HPV (MARIANI;
PAGLIUSI, 2008), e recentemente foi aprovada uma vacina nonavalente, que protege de nove
genotipos de HPV (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, e 58) (JOURA et al., 2015). Estas vacinas
geralmente visam ativar células imunes, seja de resposta inata ou adaptativa (ROSALES,
2014), a fim de simular a resposta imune natural e reverter os mecanismos imunomoduladores
virais.

As oncoproteinas do HPV tém sido amplamente empregadas na imunoterapia do
cancer cervical e os oncogenes E6 ¢ E7 foram amplamente testados. No entanto, os estudos
demonstram que as estratégias adotadas visando estas duas oncoproteinas ainda estdo longe
de evitar as lesdes pré-cancerigenas. Dessa forma, os estudos sobre a oncoproteina E5 vem se
tornando uma alternativa (LIAO et al., 2015), pois visa estimular a resposta imunoldgica do
hospedeiro no combate a infecg¢ao viral e progressao das lesoes.

Dentre as metodologias testadas para o E5, as vacinas vetoriais virais s3o uma
estratégia terapéutica promissora para a apresentacdo de antigenos patogénicos para
sensibilizar o sistema imune do hospedeiro, induzindo forte resposta citotoxica. Estas vacinas
sdo altamente imunogénicas, pois sdo capazes de penetrar nas células hospedeiras onde
sintetizam os antigenos de interesse causando o rompimento das células infectadas
(ROSALES, 2014).

Um dos primeiros estudos a avaliar a vacina terapéutica HPV16 ES utilizou a
bioengenharia de adenovirus recombinante para expressar ES em modelo murino, cujo
resultado observado foi a redugdo do crescimento do tumor in vitro e, além disso, a resposta
imunoldgica foi T CD8+ dependente e T CD4+ independente, sugerindo sua agdo antigénica
com capacidade de reduzir o tumor (LIU et al., 2000).

Numa vacina de DNA que codifica as oncoproteinas de HPV16, ES5 foi associado a E6
e E7, e foi geneticamente fundido a glicoproteina D do virus do herpes. Esta vacina mostrou
uma resposta T CDS8+ especifica para cada oncoproteina individualmente num modelo
murinho, além de exibir um maior efeito anti-cancer quando combinadas, por exemplo, com
IL-12 (DINIZ et al., 2010). Essas citocinas sdo co-estimuladoras da resposta imune e recrutam
células centrais do sistema inato, como as células dendriticas e as Natural Killers (NK), o que

resulta na maturagdo da resposta dos linfocitos T citotdxicos, por exemplo (PERALTA-
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ZARAGOZA et al., 2012). IL-12 atuando como um co-estimulador foi utilizado com sucesso
em ensaios pré-clinicos e clinicos da terapia do cancer do colo do utero (PERALTA-
ZARAGOZA et al., 2012; VICI et al., 2014).

Outros estudos mostram que a resposta imune mediada por células T, induzida pela
oncoproteina E5 de HPV 16, pode ser influenciada pelo HLA-A. O epitopo HPV16 ES5 reduziu
o potencial oncogénico e gerou células de memoria T, restritas ao HLA-A*0201 (LIU et al.,
2007).

A utilizacao de potentes peptideos pode tuteis para induzir um hospedeiro a resposta
imune contra o virus, como mostrado in silico para a oncoproteina E5S (ROSALES, 2014). O
estudo in silico avaliou os epitopos mais potentes da oncoproteina HPV16 ES5, que eram
capazes de estimular as atividades das células T ¢ B e também eram totalmente imunogénicas
através do MHC classe I e II (KUMAR et al., 2015).

Outras estratégias de vacina para o E5 permanecem nao testadas. Um exemplo € o uso
da vacina autologa de células dendriticas (DC). Neste estudo, os mondcitos autdlogos foram
diferenciados em DC in vitro que foram, em seguida, administradas de volta ao paciente apos
serem carregadas com antigenos de HPV 16/18, em sistema cultivado com a oncoproteina E7.
Os resultados apontaram para um aumento na atividade das células T CD8+ e secre¢do de
I[FN-y. DC ¢ conhecida como a célula mais potente para a indu¢ao de CTL, e o uso de
oncoproteinas HPV16/18 como antigenos para o desenvolvimento de vacinas DC mostraram
bons resultados, mas nao foram realizados ensaios para a oncoproteina E5 (LIU et al., 2016).

O uso de E5 por meio dessas estratégias deve fornecer mais conhecimento sobre a
atividade E5 como um antigeno e ajudar na busca de uma terapia apropriada contra o cancer
cervical. De uma forma geral, essas vacinas de E5 podem representar uma boa estratégia,
embora mais estudos sejam necessarios para validar este alvo molecular como uma boa

ferramenta imunoterapéutica (PALADINI et al., 2016).
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4 METODO

4.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo, de natureza quanti-qualitativa, ao apresentar o
mapeamento ¢ quantificar as regioes polimorficas do gene E5. Os dados coletados sdo de
natureza secunddria, pois sdo provenientes de bancos de dados genomicos, disponiveis para o
acesso da comunidade cientifica.

Num banco de dados gendmico, “as sequéncias de DNA e RNA s3o normalmente
apresentadas juntamente com outras informagdes como o organismo a qual a sequéncia
pertence ou ainda com as funcdes fisiologicas relacionadas a sequéncia” (KROGER, 2001, p.

30).

4.2 FONTE DOS DADOS E SEQUENCIAS ANALISADAS

Para a coleta das sequencias génicas, foi utilizado o banco de dados gendmicos do
National Center for Biotechnology Information (NCBI).

As sequéncias coletadas para o HPV16 foram: K02718 (sequéncia de referéncia, Al),

AF536179 (A2), HQ644236 (A3), AF534061 (A4), AF536180 (B1), HQ644298 (B2),
AF472509 (C), HQ644257 (D1), AY686579 (D2) e AF402678 (D3). As sequéncias utilizadas
neste estudo, bem como a sua padronizagdo filogenética, estdo disponiveis em Burk et al.,
2013.
As sequéncias génicas foram coletadas no formato FASTA. Posteriormente, foi utilizado o
programa CLUSTALW, do pacote de dados do software MEGA®6, para a realizagdo do
alinhamento multiplo das sequéncias (TAMURA et al., 2011). Esta andlise permite a
identificacdo de sitios polimorficos entre duas ou mais sequéncias génicas.

Apo6s a identificagdo de sitios polimorficos e a sua devida anotagdo, foi realizado o
alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos da oncoproteina 16ES. Esta etapa permitiu
identificar mudancas estruturais na organizacdo da estrutura secundéria da oncoproteina, a

partir do alinhamento dos cddons.
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4.3 ANALISE DA ESTRUTURA SECUNDARIA DE E5

Apo6s a obtencdo da sequéncia de aminoacidos da oncoproteina E5, foi utilizado o
servidor on line Psipred, para a predicdo da estrutura secundaria da oncoproteina. Este
servidor incorpora diferentes métodos de analise (PSIPRED, GenTHREADER ¢ MEMSAT
2), e de predigao estrutural da sequéncia de aminoacidos de uma proteina (MCGUFFIN et al.,
2000), possibilitando a geracdo de uma estrutura secundaria mais robusta em relagdo a outros

métodos computacionais.

4.4 ANALISE DE EPITOPOS IMUNOGENICOS

Para a identificacdo de possiveis epitopos imunogénicos, foi utilizado o servidor
online Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB) (http://www.iedb.org/), o
qual representa uma plataforma on line que reune diferentes métodos de andlise e
identificacdo de epitopos imunogénicos.

Foi utilizado a sequéncia de referéncia K02718 (Al), para o mapeamento dos
potenciais epitopos imunogénicos, com moléculas pertencentes aos alelos de MHC-1 e MHC-
I1.

Para o MHC-I, a analise dos epitopos seguiu o padrao de set de alelos do servidor, que
reine os alelos mais frequentes e distribuidos na populagdo mundial, comprimento da
sequéncia do epitopo (que variou entre 9-10mer), classificagdo dos epitopos de acordo com o
percentile rank <1 e immunogenicity score >0,5. Estes critérios de sele¢do dao suporte a
identificacao de potentes epitopos imunogénicos.

Na identificacdao de potenciais epitopos para as moléculas do MHC-II, novos critérios

foram incluidos, como a andlise do percentile value e o IC50 value (<50nM).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VARIABILIDADE GENETICA DO ONCOGENE E5 DO HPV 16

As variantes do oncogene E5 do HPV16 circulantes na populagdo mundial sio
classificadas, atualmente, nas linhagens A, B, C e D e nas suas respectivas sublinhagens A1l
(European, E), A2 (European, E), A3 (European, E), A4 (Asian, E (As)), Bl (African-1,
Afrla), B2 (African-1, Afrlb), C (African-2, Afr2a), D1 (North American (NA)l), D2
(Asian-American (AA)2) e D3 (Asian-American (AA)l), sendo a sublinhagem Al
denominada a sequéncia de referéncia. As analises das variagdes do oncogene ES do HPV16

depositadas nos bancos de dados, revelaram a existéncia de véarios sitios polimorficos (tabela

5).

Tabela 5 — Variacoes nucleotidicas do oncogene ES do HPV16.

Isolados Posicao dos Sitios Polimérficos Variante Sublinhagem

3 33 33 444 44 4 44

8 8999 000O0O0O0O0O0

5 6 67 9134445 78

8 879174239979
Referéncia T GAACGTATTAAT A Al
K02718
AF536179 O O € B € A A2
HQ644236 * * x CQG* * @G * F F ox % A A3
AF534061 * . C* * GGG * * T * A A4
AF536180 C A* CT* * T * * *x *x C B B1
HQ644298 cC A* CT®* * T * * *x *x C B B2
AF472509 c ** CG=** G* * C*C C Cl
HQ644257 c ** CTA=* G=* * * * C D D1
AY686579 cC * GCGA=* G=* *x * * C D D2
AF402678 cC ** CGA* G=* * * * C D D3

Nucleotideos conservados em relag@o a sequéncia de referéncia K02718 estdo marcados com asteristico (*).

Os resultados apresentados na tabela 5 apontam para a identificagdo de um niimero
total de 13 sitios mutacionais, obtidos a partir do alinhamento multiplo das 10 amostras

variantes de 16E5 depositadas no NCBI, sendo a sublinhagem D2 a mais polimorfica.
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No Brasil, o HPV16 ¢ um dos tipos virais com ampla distribuicdo nas diversas regides
do Pais, em especial na regido Nordeste (CHAGAS et al., 2011, 2013; GURGEL et al., 2015).
Inimeras variantes do HPV16 tém sido identificadas em diferentes localidades e grupos
étnicos ao redor do mundo, e exibe diferentes potenciais oncogénicos, indicando que algumas
linhagens especificas podem afetar a persisténcia da infeccdo pelo HPV e a progressdo das
lesdes precursoras do cancer cervical (LI et al., 2011; SUN et al., 2013).

Estas variantes do HPV16 diferem na prevaléncia e nas propriedades bioquimicas e
biologicas, com implicagdes incertas na etiologia do cancer do colo do utero (PLEASA et al.,
2014). No entanto, a distribuicdo de variantes do oncogene 16E5 no Brasil, ainda ndo foi
avaliado.

No Nordeste do Brasil, estudo anteriores identificaram a circulacdo de variantes do
oncogene E5 pertencentes as linhagens A (linhagem européia) e D (linhagem nao-européia)
do HPV16 (CHAGAS et al., 2011, 2013).

De um modo geral, as variantes do HPV16 apresentam diferentes efeitos distintos, no
que tange a sua patogenecidade, sendo observado mudangas na taxa de replicacdo celular,
além de modifica¢des na transcri¢do de alguns genes, como aqueles relacionados a apoptose.
Este cendrio contribui com a eficiéncia, persisténcia e a progressdo da infec¢do viral
(BERNARD et al., 2010; SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2010; FREITAS et al., 2012;
BURK et al., 2013).

Outros estudos apontam para o impacto dos polimorfismos presentes nas linhagens
nao-européias (B, C e D). Nestas, foi identificado um maior potencial carcinogénico, em
relacdo aos polimorfismos identificados em variantes da linhagem europeia (A)

(SCHIFFMAN et al., 2010; SMITH et al., 2011).

5.2 ANALISE DA ESTRUTURA SECUNDARIA

Em HPV16, a oncoproteina E5 ¢ uma proteina transmembrana do tipo a-hélice, de
carater hidrofébica e constituida por um total de 83 aminoacidos. De acordo com Saavedra et
al. (2012), na estrutura secundaria do oncogene ES do HPV 16, representada pela sequéncia de
referéncia K02718, sdo distinguiveis trés regides importantes para o funcionamento desta
oncoproteina: (1) regido localizada entre os aminoacidos 1 e 30, responsavel pela localizacao
celular e ancoragem independente de crescimento, (2) regido localizada entre os aminoacidos

41 e 54 e (3) regido localizada entre os aminoacidos 54 ao 78, ambas contendo dominios de
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ligacdo da subunidade da bomba de protons ATPase-16 kDa, responsavel pela acidificacao
dos endossomos.

Neste estudo, as sequéncias que foram analisadas da oncoproteina 16ES, foram
derivadas da andlise de sequencias da oncoproteina E5 depositadas no banco de dados do
NCBI e, posteriormente, analisadas no software PSIPRED, com o objetivo de investigar a
estrutura secundéria da proteina, bem como as variagdes encontradas nas sequencias das
variantes, em relagdo a sequéncia prototipo K02718.

O software PSIPRED disponibiliza uma acuracia dos resultados obtidos com a analise
das sequéncias das variantes estudadas, permitindo gerar dados mais robustos sobre a

estrutura e a topologia destas proteinas transmembranares (Apéndice 1).

5.3 MAPEAMENTO DE EPITOPOS IMUNOGENICOS

Em relagdo a predi¢do dos epitopos para os alelos MHC-1 e MHC-II, esta evidente que
a diversidade dos alelos MHC ¢ variavel entre os inimeros grupos étnicos, o que também ¢
percebido pela resposta imune, de acordo com a diversidade genotipica encontrada entre as
variantes de HPV16.

De acordo com o mapeamento dos epitopos realizado mediante o uso dos padrdes
estabelecidos na plataforma IEDB, foi observado que a sequéncia da oncoproteina 16E5 da
amostra de referéncia K02718, formou epitopos imunogénicos com moléculas pertencentes ao
MHC-I (HLA-A e HLA-B) e MHC-II (HLA-DR).

Para o MHC-I, o principal método escolhido pela plataforma foi o método Consensus
(ann/smm) e os principais epitopos estdo mapeados com as moléculas HLA-A*26:01
(FIVYIIFVY; posi¢ao 60-68), HLA-A*02:01 (LLIRPLLLSV; posi¢ao 27-36), que obtiveram
o Percentile rank de 0.17. O mesmo método Consensus (ann/smm) adotado pelo software
IEDB, permitiu elencar outros epitopos, tais como HLA-A*02:03, HLA-A*02:06, HLA-
A*68:01, HLA-A*68:02, HLA-A*33:01, HLA-A*23:01.

Em relagdo aos alelos HLA-B, o melhor Percentile rank foi de 0.41, mediante a analise
do método Consensus (ann/smm), representado pelo alelo HLA-B*15:01 (ASAFRCFIVY;
posicao 54-63); no entanto, outros alelos também foram anotados, tais como o HLA-B*51:01
e o HLA-B*57:01. Nao foi observado formacao de epitopos imunogénicos com moléculas
HLA-C. O escore de imunogenecidade obtido para a amostra de referéncia foi de 1.85434.

Na analise dos epitopos mapeados com as moléculas pertencentes ao MHC-II (HLA-

DR, -DP and -DQ), para a amostra de referéncia K02718, observamos que o método mais
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utilizado foi o Consensus (comb.lib./smm/nn). Os valores de referéncia do IEDB para a
selecdo dos epitopos foram percentile rank < 1 e IC50(nM) <50, tendo sido considerados os
parametros do SMM align IC50 (nM) and NN align IC50 (nM). Sendo assim, observamos que
os principais epitopos formados pela amostra de referéncia K02718 foram representados pelos
alelos HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01 (FIVYIIFVYIPLFLI; posicdo 60-74), HLA-
DPA1*03:01/DPB1*04:02 (STYTSLIILVLLLWI; posicdo 37-51), HLA-DRB1*07:01

(YIPLFLIHTHARFLI, posicdo 68-82), HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
(TNLDTASTTLLACFL; posicdo 2-16), HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
(MTNLDTASTTLLACF, posicdo 01-15), HLA-DPA1#02:01/DPB1*01:01

(RCFIVYIIFVYIPLF, posicao 58-72), HLA-DRBI1*11:01 (LIILVLLLWITAASA, posicao
42-56), HLA-DRB5*01:01 (VYHFVYIPLFLIHT, posicao 62-76), HLA-DRB1*01:01
(ILVLLLWITAASAFR, posicdo 44-58) e HLA-DRBI1*01:01 (IILVLLLWITAASAF,
posicao 43-57).

Na etapa de mapeamento dos epitopos imunogénicos, foram observadas varias regides
da proteina que apresentam interagdes com as moléculas do MHC-1 e MHC-II, o que pode
simbolizar uma forma de atuagdo do sistema imunolédgico afim de evitar uma evasao do virus.

A predigdo computacional de regides de ligagdo com moléculas do MHC classe I, vem
sendo amplamente utilizada na identificacdo de epitopos imunogénicos e no desenvolvimento
de estratégias vacinais. Para isso, varias ferramentas e pesquisas em bioinformatica tem
permitido a predicao de sitios de ligacao de peptideos as moléculas pertencentes a classe I e II
do MHC, a exemplo do software on line IEDB.

A relevancia destes achados, que envolve um estudo in silico da oncoproteina ES, esta
no aumento das informagdes acerca do comportamento do sistema imunologico dos seres
humanos em relagao a biologia da infeccao viral, nos estagios iniciais ou mais avancados das
lesdes, que podem culminar com o desenvolvimento do cancer cervical, através da evasdo
viral do sistema imunologico.

A oncoproteina E5, nas células infectadas, tem demonstrado o potencial de alterar a
apresentacao dos antigenos celulares, reduzindo a expressdo de moléculas do antigeno
leucocitario humano (HLA), de Classe I, e também esta relacionado em alterar a expressao de
moléculas do MHC classe II na superficie celular (Ashrafi et al., 2005; Zhang et al., 2007).

A regulacdo do MHC classe I por ES5, para impedir o reconhecimento das células
infectadas pelos linfécitos T citotoxicos, ajuda a diminuir a sua expressao na superficie
celular, deixando as células suscetiveis ao reconhecimento e ataque pelas células Natural

Killers (NK). Estas células possuem receptores que reconhecem moléculas cléassicas
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(inclusive HLA-C), e ndo cléssicas (HLA-E) de HLA classe I. Quando essas moléculas ndo
estdo presentes e ndo sdo reconhecidas ocorre a lise celular mediada por NK. Por este motivo,
a oncoproteina ES consegue inibir a expressao na superficie celular de HLA-A e HLA-B, mas
ndo altera a expressdao de HLA-C e HLA-E, evitando a morte celular tanto pela via de
linfocitos T citotdxicos quanto pela via das células NK (CAMPO et al., 2010).

No Brasil, o HPV16 ¢ um dos tipos virais com ampla distribui¢cdo nas diversas regides
do Pais, em especial na regidao Nordeste (CHAGAS et al., 2011, 2013; GURGEL et al., 2015).
Inimeras variantes do HPV16 tém sido identificadas em diferentes localidades e grupos
étnicos ao redor do mundo, e exibe diferentes potenciais oncogénicos, indicando que algumas
linhagens especificas podem afetar a persisténcia da infeccdo pelo HPV e a progressdo das
lesdes precursoras do cancer cervical (LI et al., 2011; SUN et al., 2013).

As variantes do HPV16 diferem na prevaléncia e nas propriedades bioquimicas e
bioldgicas, com implicagdes incertas na etiologia do cancer do colo do utero (PLEASA et al.,
2014). No entanto, a distribuicdo de variantes do oncogene 16E5 no Brasil, ainda ndo foi
devidamente avaliado.

Diversos estudos tém mostrado que as variantes do HPV16 apresentam diferentes
efeitos no que tange a sua patogenecidade, sendo observado mudangas na taxa de replicacao
celular com ampla multiplicagdo, além de modificagdes na transcricdo de alguns genes, como
aqueles relacionados a apoptose e, este cenario, contribui com a eficiéncia, persisténcia e a
progressao da infecgdo viral (CHAGAS et al., 2011, 2013; FREITAS et al., 2012; BURK et
al., 2013). Por exemplo, em HPV16, tem-se observado que os polimorfismos presentes nas
linhagens ndo-européias (B, C e D), as tornam com uma maior capacidade de desenvolver o
seu potencial carcinogé€nico, em relagdo aos polimorfismos identificados em variantes da
linhagem europeia (A) (SCHIFFMAN et al., 2010; SMITH et al., 2011).

Nath et al. (2006), avaliaram o impacto das seguintes variantes de 16E5: Leu**Val®,
Thr'’Leu**Val®, Thr® e Tyr*Leu**Val®, cujos produtos de amplificagdo foram clonados em
pcDNA3.1Myc-His e, posteriormente, avaliaram os resultados destas constru¢des em células
NIH-3T3 transfectadas. Os resultados observados foram um aumento nos niveis de expressao
da construcao TyrgLeuMVal65 em relacdo a Thr''Leu*Val® e Leu**Val®, e baixos niveis de
transcritos gerados pela variante Thr®*.

A variante Leu**Val® foi a responsavel em provocar a maior reducdo na fase Go-G e,
nas etapas subsequentes do ciclo celular, um aumento da fase G,-M, sugerindo que estas

variantes estejam relacionadas ao crescimento celular (NATH et al., 2006).
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165V e 144L também foram relacionados a repressdo de p21 (NATH et al., 2006).
Apesar dos resultados apresentados, ainda ndo dispomos de relatos sobre o papel exercido
pelos polimorfismos em 16E5 isoladamente, nem tampouco de construgdes génicas contendo
multiplas substitui¢des de nucleotideos numa mesma variante.

Estruturalmente, 16E5 corresponde a uma proteina a-hélice transmembrana (BIBLE et
al., 2000; NATH et al., 2006; SAAVEDRA et al., 2012).

Plesa et al. (2014), realizaram uma analise dos polimorfismos circulantes na Roménia
e as mutagdes mais prevalentes foram T3904A, T3910C, G3919C, T3928C, A3978C,
T3988C, T3991G, T4033C, A4041G/C, onde os respectivos codons mutantes passaram a ser
representados pelos seguintes residuos de aminodcidos: F191, V21A, C24S, L27P, 144L,
L47S, L48A, V62A, 165V/L.

O sequenciamento do oncogene 16E5 e a andlise da sua heterogeneidade também foi
avaliado em amostras de pacientes com neoplasia intraepitelial grau III (CIN III) e carcinoma
cervical na Suécia, onde um total de 09 variagdes foram identificadas, dentre as quais cinco
delas ndo-sindnimas, € as mais comuns ocorreram na posicao 3979 e 4042 (HU et al., 2001).
Este resultado reflete a circulacdo das variantes nos residuos 44 ¢ 65 da oncoproteina E5 na
Suécia e, como ja apresentado, esta variagdo também esteve amplamente distribuida na
populacao do Reino Unido.

Todas estas variagdes intratipicas se tornaram objeto de estudo para a avaliacdo dos
epitopos imunogénicos formados pelas variantes 16ES5. Este fato se deve, principalmente, por
saber que esta oncoproteina tem sido considerada um alvo de estudo para o desenvolvimento
de estratégias imunoterapéuticas e para o desenvolvimento de vacinas (CORDEIRO et al.,
2014). Sendo assim, uma analise in silico prévia contribui para o delineamento de novas
estratégias imunoterapéuticas.

Kumar et al. (2015), idealizou um estudo in silico objetivando a identificacao de
epitopos da oncoproteina E5 do HPV16, utilizando a sequéncia de referéncia K02718 do
HPV16. Para o mapeamento dos epitopos, foi utilizado a plataforma IEDB, cujos os
parametros para 0 MHC-I foram percentile value < 1.0 e, para o MHC-II, além do percentile
value <1.0, foram considerados os parametros de IC50 value (<50nM). Considerando os
principais alelos distribuidos na populacdo indiana, o servidor IEDB listou os principais
epitopos relacionados aos alelos para o MHC-1 e MHC-II.

Finalmente, 16ES5 por se tratar de uma oncoproteina que atua nas fases iniciais do ciclo

infeccioso, os resultados obtidos justificam uma melhor investigacdo sobre a biologia da
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infeccdo para o estudo de novos métodos que possam estar relacionados com o

desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo do Software MEGAG6 se mostrou como uma importante ferramenta de
identificacao de regides polimorficas do oncogene e da oncoproteina ES do HPV16.

As mutagdes nao-sindnimas promovem sensiveis mudancas no arcabougo da estrutura
secundaria da oncorproteina 16E5. No entanto, ¢ necessario realizar estudos com cultura de
células para se averiguar o impacto destas mutacdes sobre a persisténcia e progressdo das
lesdes.

Embora o exame do Papanicolau seja considerado o padrao-ouro e adotado pelo
Ministério da Satde, no Brasil, ficou evidenciado que a analise molecular traz resultados mais
conclusivos sobre a presenca de variantes com alto potencial oncogénico presentes em lesdes
de baixo grau.

O estudo e o mapeamento de epitopos imunogénicos sdo extremamente Uteis para a
idealiza¢do de novas estratégias de identificacdo e combate a progressao das lesdes de forma
precoce.

As andlises in silico foram fundamentais para a identificacao de regides relacionadas a
formacdo de epitopos imunogénicos. As variacdes encontradas na sequéncia de aminoacidos
da oncoproteina E5S dos HPVs 16 e 31, apresentaram regides de epitopos com o MHC classe |
e MHC classe II.

As moléculas do complexo HLA-A estdo mais relacionadas com a agdo da
oncorproteina 16E5 e 31E5. No entanto, outras moléculas ndo-classicas também podem ser
alvos moleculares de E5, comprometendo o sistema imunolégico do paciente.

As substituicdes de aminoacidos presentes na oncoproteina 16ES, conduziram para
discretas modificacdes na estrutura secundaria, que pode refletir numa interacdo celular
diferenciada entre a oncoproteina ES e os seus alvos.

A biologia computacional traz uma nova vertente de estudo cientifico, onde os custos
podem ser minimizados, utilizando-se pacotes de softwares, antes da idealizagdo de
experimentos ¢ a replicagdo destes dados até a sua validagao.

O estudo dessas variantes implica na ampliagdo do conhecimento sobre o potencial de
infeccdo das variantes dos HPVs 16 e 31, além de contribuir para melhorar nosso

conhecimento sobre sua constru¢do genética e seu potencial carcinogénico.
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As mutagdes identificadas precisam ser avaliadas com o auxilio de estudos funcionais
que levem a uma melhor interpretacdo do impacto dessas mutagdes no curso do processo
carcinogénico, uma vez que os testes in silico demonstraram alteragdes conformacionais na
estrutura proteica das variantes estudadas, bem como a formagao de epitopos imunogénicos,

que pode ser ttil para o desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas.
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