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RESUMO

Existem cerca de 200 tipos de HPV, dos quais 40 acometem o trato genital, e 15
deles séo considerados de alto risco oncogénico, dentre eles, o HPV-31, que é
inclusive, o segundo mais frequente em Pernambuco. As oncoproteinas E6 e E7
sao responsaveis pela atividade transformante dos HPVs de alto risco. Através de
estudos epidemiologicos foi estabelecida a relacédo entre os tipos de HPV e cancer
cervical. Este estudo teve como objetivo, checar o efeito das variantes no oncogene
E6 do HPV-31 presentes em Pernambuco (Nordeste, Brasil), inferindo a
importancia clinica com relagcdo a oncogenicidade do cancer de colo uterino. Os
polimorfismos estudados para E6 HPV-31 foram identificados pelo nosso grupo de
pesquisa. As amostras foram sub-clonadas em vetor pCl neo para expresséo em
células de mamiferos. As amostras clonadas foram sequenciadas e alinhadas com
a sequéncia de referéncia do HPV-31. As construcdes apresentando os vetores
recombinantes contendo E6 foram utilizadas para transfeccéo de células HEK293.
Para investigar os efeitos dos polimorfismos presentes em E6 na via NF-kB, as
células foram transfectadas com o vetor de expresséo contendo as variantes H60Y,
T64A, K123R, A138V, R144G e o Full (amostra apresentando todas as variantes),
com o plasmideo repérter de luminescéncia (kB) 3-Luc e com o plasmideo
normalizador de luminescéncia pRenilla, e com o protétipo de E6 do HPV-
31(sequéncia sem nenhum polimorfismo). Para avaliar os efeitos obtidos, nossas
construcBes foram comparadas com a sequéncia protétipo, e o vetor vazio que foi
usado como controle positivo da ativacdo da via. Apos a transfeccédo as células
foram lisadas, os extratos celulares foram preparados para leitura da luciferase de
firefly e renilla as quais determinaram o fold da via NF-kB. Foi encontrada diferenga
estatisticamente significativa entre E6 R144G. Porém para a variante T64A houve
uma regulacdo negativa significante na atividade da via, também em conjunto, os
polimorfismos apresentaram uma diminui¢cdo na atividade de NF-kB. Para a analise
da atividade transcricional de E6, a variante R144G, apresentou uma expressao
muito baixa de RNAm. Enquanto a variante T64A apresentou niveis aumentados
de expressao relativa. Este estudo corrobora com dados ja existentes na literatura
sobre os polimorfismos. Além de contribuir para expanséao do conhecimento acerca

de alteracdes nucleotidicas no oncogene E6 e seu papel na imortalizacéo celular.
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ABSTRACT

There are about 200 HPV types, 40 of which involve the genital tract, and 15 of them
are considered to be at high risk for oncogenic HPV 31, which is the second most
common in Pernambuco. The relationship between HPV types and cervical cancer
was established through epidemiological studies. The objective of this study was to
verify the effect of the variants on HPV31 E6 oncogene present in Pernambuco
(Northeastern Brazil), inferring the clinical importance regarding the oncogenicity of
cervical cancer. The E6 and E7 oncoproteins are responsible for the transforming
activity of high-risk HPVs. The polymorphisms studied for E6 HPV-31 were identified
by our research group. Samples were subcloned into neo pCl vector for expression
in mammalian cells. The cloned samples were sequenced and aligned with the HPV-
31 reference sequence. The constructs showing recombinant E6-containing vectors
were used for transfection of HEK293 cells. To investigate the effects of
polymorphisms present in E6 on the NF-kB pathway, the cells were transfected with
the expression vector containing the H60Y, T64A, K123R, A138V, R144G and Full
variants (the all-variant sample) with the plasmid (kB) 3-Luc reporter and with the
pRenilla luminescence normalizing plasmid, and with the HPV-31 EG6 prototype. To
evaluate the effects obtained, our constructions were compared with the prototype
sequence, and the empty vector that was used as positive control of the pathway
activation. After transfection the cells were lysed, the cell extracts were prepared for
reading of the firefly and renilla luciferase which determined the folding of the NF-kB
pathway. For the analysis of transcriptional activity of E6, the R144G variant showed
very low mRNA expression. While the T64A variant showed increased levels of
relative expression. This study corroborates data already available in the literature
on polymorphisms. In addition to contributing to the expansion of knowledge about

nucleotide changes in E6 oncogene and its role in cell immortalization.

Key words: Human Papillomavirus (HPV). E6 oncogene.Variants. NF-kB.
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1 INTRODUCAO

O céancer cervical é o quarto tipo mais prevalente de cancer, com 530.000
casos, dos quais cerca de 275 mil pacientes morrem a cada ano. Segundo dados do
Instituto Nacional do Cancer (INCA), o Brasil apresentou 16.370 casos de cancer
cervical no ano de 2018. Onde o mesmo, € o quarto tumor mais frequente na
populacdo feminina, atrds do cancer de pele ndo melanoma, cancer de mama e o
cancer de célon e reto, além de ser a quarta causa de morte de mulheres por cancer
no pais. A relagdo entre tipos de HPV e cancer cervical foi estabelecida a partir de
estudos epidemioldgicos e funcionais, onde o virus foi detectado em mais de 99,7%
do carcinoma de células escamosas e em 94-100% do carcinoma cervical
adenoescamoso.

O HPV é um virus de DNA pertencente a familia Papillomaviridae, sdo virus
nao-envelopados, de simetria icosaédrica, com 72 capsémeros e um genoma de DNA
de fita dupla circular, constituindo-se de aproximadamente 6.800 a 8.400 pares de
bases (pb). O genoma do HPV é composto pela regido LCR, onde se encontram as
sequéncias regulatorias da transcrigdo viral e origem de replicagdo dos genes Early
(E1, E2, E5, E6 e E7) e Late (L1 e L2), sendo assim denominados pela ordem de
expressao dos mesmos.

Os genes designados como E (early) sGo comumente expressos desde o0s
primeiros estagios da infeccdo e estdo relacionados a fungbes regulatérias, como
controle de transcricdo e replicacdo virais, e transformacdo celular, enquanto a
expressado dos genes L (late), somente é detectada nos estagios finais de infeccao, e
estdo envolvidos na composicéo do capsideo viral. Mais de 200 tipos de HPV ja foram
identificados, sendo 15 deles considerados como tipos de HPVs de alto risco
oncogénico. O HPV-16 é considerado o responsavel por 50 a 60% dos casos de
cancer cervical, seguido pelo HPV-18 (10-12%), e os HPVs 31 e 45 (4-5% cada).

A atividade transformante dos HPVs de alto risco € promovida pelas
oncoproteinas E6 e E7, os produtos desses oncogenes sao imprescindiveis para 0s
processos de transformacao e imortalizacdo celular. Quando presente na célula, a
oncoproteina viral E6 recruta a proteina de associacdo a E6 (E6-AP), e este
recrutamento resultam na ubiquitinacdo e degradacédo de p53. Sem a proteina p53 a

célula perde a capacidade de perceber e reparar possiveis danos no DNA, havendo
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um aumento na frequéncia de mutacdes, aneuploidias e rearranjos cromossOmicos.
O acumulo desses eventos propicia o desenvolvimento de um fendtipo neoplasico
resultando em cancer.

Variantes dos oncogenes E6 e E7 sao importantes no desenvolvimento de
diagnosticos, construcdo de vacinas e outros métodos terapéuticos de controle das
infeccbes persistentes. As proteinas E6 e E7 do HPV séo importantes para varias
propriedades virais sendo que variacées na sequéncia do gene de uma ou ambas as
proteinas podem conduzir a uma funcdo biol6gica alterada e, portanto, afetar o
resultado clinico. Estudos em HPV-16 mostram que alteragcbes em E6 mapeadas
dentro de epitopos de células T alteram o reconhecimento imunolégico da célula
infectada pelo HPV.

Nosso grupo identificou variacdes em E6 e E7 do HPV-31 mapeadas dentro
das regides de epitopos de células T e/ou B. Essas variagbes podem alterar o
reconhecimento imunoldgico da célula infectada pelo HPV, podendo ter implicacbes
diretas sobre a resposta imune, o que poderia por si SO, ou em conjunto com outros
fatores, esclarecer a alta incidéncia do HPV-31 em pacientes da regido Nordeste. As
oncoproteinas E6 dos HPVs de alto risco também sdo capazes de ativar a via NFkB.
O exato mecanismo ainda nao esta claro, embora existam indicios de que E6 possa
interagir com motivos de ligagdo PDZ presentes em componentes da via de
sinalizacao.

A via NF-kB é essencial para as fungdes imunes adequadas, mas sua ativagao
excessiva em células do sistema imune e macréfagos frequentemente causa
inflamacé@o cronica. Além de controlar a resposta imune inata e adquirida, a
sinalizacdo NF-kB tem papel crucial nos eventos celulares como apoptose, adesao,
proliferacéo, diferenciacéo e resposta celular ao estresse.

O presente estudo teve como finalidade realizar uma avaliacdo funcional das
variantes do oncogene E6 do HPV-31 para identificar o potencial real dessas variantes
e a importancia clinica com relacdo a oncogenicidade do cancer de colo uterino em

mulheres do Nordeste do Brasil, usando como modelo funcional a via NFkB.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Realizar uma investigacao in vitro das variantes presentes no oncogene E6 do HPV-
31 circulantes no Nordeste do Brasil e assim auxiliar a compreenséo de fatores que

possam contribuir para o desenvolvimento do cancer cervical.

1.1.2 Objetivos Especificos

. Avaliar a funcéo bioldégica das variantes presentes em E6 do HPV-31 utilizando
a via NF-kB, através da investigacao in vitro de culturas de células HEK-293;

. Avaliar a funcd@o biolégica das variantes em E6 do HPV-31 através da
expressao génica;

. Verificar in silico a ocorréncia de alteracbes conformacionais na estrutura do
RNAmM das variantes estudadas;

. Realizar uma andlise de ancoragem molecular entre as variantes de E6 HPV-
31 e EGAP.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER CERVICAL E INFECCAO DO HPV

A cada ano o cancer cervical apresenta o surgimento de aproximadamente
530.000 novos casos, dos quais resultam em 275.000 mortes em todo o mundo. A
maioria dos casos, sdo causados por infec¢des persistentes por HPVs de alto risco
oncogénico (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2017).

A maioria das infec¢des por HPV é transitdria, mas a infecgcdo persistente com
hrHPV (HPVs de alto risco) que dura mais de 2 anos pode evoluir para neoplasia intra-
epitelial cervical de alto grau (NIC). Contudo, a infecgdo com hrHPV é necessaria, mas
nao suficiente para causar cancer cervical, outros fatores, tais como alteracbes
epigenéticas, tabagismo e contraceptivos também sao criticos no desenvolvimento do
cancer cervical. (Jemal et al., 2011).

A infec¢éo pelo papilomavirus humano (HPV) é um importante fator de risco para
0 cancer cervical: 99,7% dos canceres cervicais estdo associados a infeccdo pelo
hrHPV (Hatano et al.,2017).

O céancer cervical, no Brasil, € o quarto tipo mais prevalente de cancer. Segundo
dados do INCA, o Brasil apresentou 16.370 casos de cancer cervical no ano de 2018,
onde o0 mesmo, o quarto tumor mais frequente na populacéo feminina, atras do cancer
de pele ndo melanoma, cancer de mama e o cancer de colon e reto, além de ser a
quarta causa de morte de mulheres por cancer no pais (INCA, 2018).

Na década de 1990, 70% dos casos diagnosticados eram da doenca invasiva (0
estdgio mais agressivo da doenca), atualmente 44% dos casos sdo de lesao
precursora do cancer, chamada intraepitelal (INCA, 2018).

O HPV utiliza como células hospedeiras, os queratinécitos. Uma vez que as
infecta, as células passam a se diferenciar com o genoma viral (Stubenrauch e
Laimins, 1999; zur Hausen 2002). Possivelmente, a entrada do HPV nas células
basais, exposta em microlesdes ou abrasdes no epitélio cervical, € mediado por
proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) e outros componentes da membrana
basal da mucosa anogenital, a exemplo da laminina que atuam como receptores
primérios para ancoragem do virus através da interacdo com a proteina L1 do HPV
(Combita et al., 2001; Giroglou et al., 2001; Johnson et al., 2009; Doorbar et al., 2012).

Alteracbes conformacionais irdo resultar na exposicao da regido amino terminal

da proteina L2, permitindo a ac&o da furina convertase que cliva uma regiao de L2,
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resultando em uma segunda alteracdo conformacional, expondo o sitio de ligacéo
para um segundo co-receptor. E possivel encontrar a acéo de fatores de crescimento
na internalizacéo do virus e na integracdo do mesmo (Evander et al., 1997; Licitra et
al., 2006; Scheurer et al., 2007; Kines et al., 2009; Surviladze et al., 2013).

Apés a entrada do virus na célula ocorre a acidificacdo das vesiculas de
endocitose, levando a desencapsidacao do genoma viral e migracao para o nucleo da
célula, este serd estabilizado na forma epissomal. Assim, inicia-se o ciclo de
replicacéo viral, com a expressao dos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7 (Combita et al.,
2001; Giroglou et al., 2001; Woodman et al., 2007; Johnson et al., 2009; Sapp e Day,
2009; Doorbar et al., 2012) (Figura 1). Visto que a proteina E6 atua inativando p53,
impede a supresséo do ciclo celular, garantindo a continuidade do mesmo. Enquanto
isso, a expressdo das proteinas L1 e L2 leva a montagem das particulas virais na
camada granular. As particulas virais sao liberadas na superficie pela descamacéao do
epitélio (Figura 1) (Doorbar, 2005; Howley, 2007).

Figura 1. Ciclo de infeccéo viral do HPV. O ciclo de vida do virus HPV é dependente do processo de
diferenciagéo celular e a expressao das proteinas virais, que através das diferentes camadas do epitélio
promovem a manutencéo e amplificacdo do genoma viral, proliferacdo celular, montagem e liberacéo
das particulas virais.
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Fonte: Modificado de Lazarczyk et al., (2009).
2.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO

O HPV é um virus de DNA, pertencente a familia Papillomaviridae, ndo

envelopado, de simetria icosaédrica, com 72 capsémeros e um genoma de DNA de
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fita dupla circular, constituindo-se de aproximadamente 6.800 a 8.400 pares de
bases (pb) (Tan et al., 1998) (Figura 2). Este tipo de virus infecta as células mucosas
ou cutaneas, no tecido epitelial, através de microlesdes, sendo o contato sexual sua

principal forma de transmissao (Souto et al., 2005).

Figura 2.Esquema ilustrativo do genoma de HPV mostrando os genes de expresséo precoce (E), tardia
(L) e regido regulatéria (LCR).

E6 E7
LCR "

L1
E1

L2

Fonte:Lazarczyk et al., (2009).

O genoma do HPV é composto pela regido LCR (Long Control Region — Regido
Longa de Controle) regido reguladora ndo codificadora de aproximadamente 1 kb,
onde se encontram as sequéncias regulatérias da transcricdo viral e origem de
replicacdo dos genes Early (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e Late (L1 e L2), sendo assim
denominados pela ordem de expressdo dos mesmos (Favre & Orth, 1997). Os
genes designados como E (early) sdo comumente expressos desde 0s primeiros
estagios da infeccao e estéo relacionados a fungdes regulatérias, como controle de
transcricao e replicacdo virais, e transformacgéo celular, enquanto a expressao dos
genes L (late), somente é detectada nos estagios finais de infeccdo, e estado
envolvidos na composi¢édo do capsideo viral (Favre & Orth, 1997).

O gene E1 codifica uma proteina que se liga na origem de replicacédo viral,
apresentando uma atividade de helicase para separacéo de cadeias de DNA. A

proteina E2 liga-se a E1 e estimula a replicacdo do DNA viral. E2 regula a
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distribuicAo de genomas virais para cada célula filha apdés a divisdo celular
(Jimenez, 2015).

A proteina E4 € expressa em uma fase posterior da infeccdo viral e atua
facilitando na liberacdo do virion no tecido epitelial escamoso. E4 também prende
as células na fase G2 do ciclo celular. E5 estimula a atividade transformadora do
receptor do fator de crescimento epidérmico resultante no aumento da proliferacao
celular (Jimenez, 2015). As proteinas E6 e E7 do HPV séo conhecidos por induzir
a degradacao dos genes supressores de tumor p53 e pRb, respectivamente. Elas
podem suprimir apoptose e alterar a fungéo dos fatores envolvidos na regulacdo do
ciclo celular, faciltando assim prolongamento do estagio proliferativo da
diferenciacéo dos queratindcitos (Etzel et. al., 2010).

Os HPVs séo classificados de acordo com a sequéncia nucleotidica do gene L1
(gene altamente conservado), tornando-se possivel o agrupamento dos PVs em
género (quando se tem sequéncias acima de 60% de homologia), em espécies
(quando apresentam homologia entre 71-89%) e cepas quando diferem até 10% na
sequéncia de L1 (de Villiers et al., 2005; Kalantari et al., 2010). A andlise de um
anico gene nao é suficiente para classificar as variantes, portanto, para nomear uma
variante é necessario o estudo do genoma completo. Para ser classificada em
variante uma sequéncia precisa diferir de 1% a 10% em relacdo a sequéncia de
referéncia e deve apresentar 0,5% a 1% de variagdo para ser considerada uma
sublinhagem (Burk et al., 2013; Zigui et al., 2015).

Mais de 200 tipos de HPV ja foram identificados (Bernard et al., 2010) e cerca
de 40 tipos acometem o trato genital, sendo 15 deles considerados como tipos de
HPVs de alto risco oncogénico (HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-
39, HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV56, HPV-58, HPV-59, HPV68, HPV-73 e HPV-
82) (Zur HAUSEN, 2002). O HPV-16 é considerado o responsavel por 50 a 60% dos
casos de cancer cervical, seguido pelo HPV-18 (10-12%), e os HPVs 31 e 45 (4-5%
cada) (Bosch & Sanjose, 2003; Trottier & Franco, 2006).

Taxas de prevaléncia do HPV e tipos diferem por grupo étnico, e 0s genotipos
dos HPVs variam por areas geograficas, e essa distribuicdo tem sido utilizada como
objeto de diversos estudos. O HPV-16 apresenta uniformidade em sua distribuicéo,
além de maior prevaléncia mundial, seguido pelo HPV-18 ou 31, de acordo com a
regido estudada (Bosch et al., 1995; Clifford et al., 2005; Walboomers et al., 1999).
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A infeccdo por HPV-31 é a segunda mais comum na Europa e Nordeste do Brasil
(Gurgel et. al., 2015; Baldez et.al., 2012; Chagas et.al., 2013).

O HPV-16 é o mais predominante no Brasil, entretanto, o segundo mais
predominante e varia por regido (Baldez da Silva et al., 2009; Castro et al., 2011;
Chagas et al., 2013; Cruz et al., 2004; Fernandes et al., 2011). Em Recife, o HPV-
16 segue o padrdo de frequéncia mundial, no entanto, o HPV-31 é o segundo mais
frequente (15,49%), seguidos pelos tipos 33, 58 e 18 (Baldez da Silva et al., 2009;
Lorenzato et al., 2000).

Diferencas na distribuicdo dos HPVs podem advir tanto pelo processo de
migracdo de pessoas, que gera uma maior diversidade populacional, quanto por
comportamentos sexuais (Bosch et al., 1995; Barzon et al., 2008).

Variantes do HPV31l pertencentes a diferentes linhagens apresentaram
diferencas na persisténcia e na capacidade de causar neoplasia intraepitelial
cervical de alto grau. Os resultados de Ferenczie colaboradores (2016) indicam que
a variacao na sequéncia do gene E6 do HPV31 pode estar envolvida nas diferencas
observadas no potencial oncogénico entre as variantes do HPV -31.

O estudo de Gurgel e colaboradores (2015a), evidenciara que variantes de
HPV16, HPV-31, e do HPV-58 estdo associadas a oncogenicidade, persisténcia, e
a progressao da infeccao. Existem poucos registros das variantes de HPV-16, HPV-
31 e HPV-58 que séao distribuidos no Brasil e mais precisamente no Nordeste do

Brasil.

2.3 ONCOGENE E6

A atividade transformante dos HPVs de alto risco é promovida pelas
oncoproteinas E6 e E7. Os produtos desses oncogenes sdo importantes para 0s
processos de transformacéo e imortalizacao celular. As proteinas supressoras de
tumores presentes na célula como a pRb e a p53 séo alvo da acéo transformante
desses oncogenes. A atividade da pRb é inibida pela oncoproteina viral E7, por
outro lado, a p53 é degradada subsequentemente a ligagdo com a oncoproteina E6.
Ambas oncoproteinas induzem a proliferagdo, imortalizacdo e transformacéo
maligna das células infectadas pelo virus (Tan et al., 1998).

As oncoproteinas E6 e E7 sdo as duas proteinas oncogénicas mais

importantes para a carcinogénese cervical, e sdo conhecidas por ativar vias
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oncogeénicas e reprimir as vias de supressao tumoral (Figura 3), 0 que resulta em
desregulacéo do ciclo celular do hospedeiro e crescimento celular desordenado
(Hatanoet al., 2017).

A proteina p53 tem a habilidade de perceber diferentes tipos de estresses que
as ceélulas podem sofrer, com consequentes danos no DNA. Dessa forma, esta
proteina € responséavel por ativar os genes de mecanismo de reparo do DNA ou
sinalizar para apoptose (Silva et al., 2003).

Quando presente na célula, a oncoproteina viral E6 recruta a proteina de
associacdo a E6 (E6-AP), um polipeptidio celular que tem atividade de ubiquitina
ligase, e este recrutamento resulta na ubiquitinacdo e degradacdo de p53
(Stubenrauch e Laimins, 1999), assim, a degradacédo de p53 passa a ser mediada
por E6/E6-AP (Bernard et. al., 2011), logo E6 atua inibindo a apoptose e possiveis
reparos no DNA.

Sem a proteina p53 a célula perde a capacidade de perceber e reparar
possiveis danos no DNA, havendo um aumento na frequéncia de mutacdes,
aneuploidias e rearranjos cromossémicos. O acumulo desses eventos propicia o
desenvolvimento de um fenétipo neoplasico resultando em cancer (Vousden, 1993;
Vogel e Motulsky, 2000).



25

Figura 3.Esquema ilustrativo da atuacdo da oncoproteina E6 do HPV, sobre p53. E6 atua na
degradacdo de p53, sem a acdo da proteina supressora tumoral, o DNA danificado continua a
seamplificar, dessa forma, E6 atua aumentando a proliferagéo celular.
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Celular

= DNA
- ﬁ danificado
B . / a
E{) — B )

Degradagdo
de p53

Fonte: Autor

2.4 RELACAO ENTRE POLIMORFISMOS EM E6 E ONCOGENICIDADE

Existe uma necessidade de estudos sobre a caracterizacdo gendmica de
variantes circulantes de HPV-16, HPV-31 e HPV-58, pois s&o os mais comuns, devido
a suas diferencas biologicas, o que poderia explicar, em parte, as diferencas no
processo de infeccao e patogenicidade de alguns HPV variantes (Gurgel et. al., 2015).

A distribuicdo dos gendtipos dos HPVs anteriormente era classificada de
acordo com as areas geograficas e as populacées estudadas (Bosch et al., 1995;
Walboomers et al., 1999; Clifford et al., 2005). Entretanto, esse conceito foi revisto e
passou-se a agrupar os HPVs em variantes e subvariantes.O HPV-31, por exemplo,
foi reagrupado em trés variantes (A, B e C) e sete subvariantes, as variantes A e B
sdo consideradas mais oncogénicas quando comparadas com a variante C (Burk et
al., 2013).

Variantes dos oncogenes E6 e E7 sdo importantes no desenvolvimento de
diagndsticos, construcdo de vacinas e outros meétodos terapéuticos de controle das
infeccbes persistentes. As proteinas E6 e E7 do HPV s&o importantes para varias

propriedades virais sendo que variacdes na sequéncia do gene de uma ou ambas as
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proteinas podem conduzir a funcao biolégica alterada e, portanto, afetar o resultado
clinico. Estudos em HPV-16 mostram que alteracdes em E6 mapeadas dentro de
epitopos de células T alteram o reconhecimento imunolégico da célula infectada pelo
HPV (Ellis et al., 1995).

Estudos em E6 HPV-16 tém destacado, por exemplo, a variante americana
(AA) que conferiu maior potencial carcinogénico e sua superexpressao € suficiente
para imortalizar e transformar queratindcitos humanos primarios, mesmo na auséncia
de E7 (Law. et al., 2019).

Nosso grupo identificou variacdes em E6 e E7 do HPV-31 mapeadas dentro
das regides de epitopos de células T e/ou B (Chagas et al., 2011; Chagas et al., 2013).
Essas variacdes podem alterar o reconhecimento imunolégico da célula infectada pelo
HPV, podendo ter implicacbes diretas sobre a resposta imune, o que poderia por si s6
ou em conjunto com outros fatores esclarecer a alta incidéncia do HPV-31 em

pacientes da regido Nordeste.

2.5 ESTUDO FUNCIONAL: INTERFERENCIA BIOLOGICA

Na ultima década, vérios estudos de identificacdo foram realizados, gerando
um numero significativo de variantes dos varios tipos de HPVs, principalmente em
hrHPVs, entretanto, surgiu-se a necessidade de se compreender a repercussao
biolégica dessas variantes, jaA que as mesmas poderiam estar atuando como
atenuantes da carcinogénese cervical (Tamani et. al., 2010).

Estudos mostraram associacdo entre variantes do oncogene E6 do HPV-16 e
a carcinogénese cervical. Por exemplo, alteragdes nos aminoacidos D25E e L83V
estdo associados com o elevado risco de desenvolvimento de carcinomas cervicais
(Zehbe et al., 1998, 2011; Matsumoto et al., 2000; Kammer et al., 2002; Lee et al.,
2008; Cai et al., 2010; Freitas et al., 2012).

Diversos estudos demonstraram que as variantes do HPV-16 diferem em sua
associacdo com o cancer do colo do utero, o que demonstra que existem diferencas
significativas na patogenicidade entre variantes dentro de um unico genaotipo (Bernard
et. al., 2006; Xi et. al. 2007). Diante disso, varios estudos investigaram a consequéncia
funcional de alteragbes no gene viral LCR, E2 e E6 em relacdo a atividade do
promotor, expressdo dos genes do HPV e replicacdo do genoma, bem como

transformacao celular e vias moleculares relacionadas (Lizano et. al., 2009; Bernard
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et. al.,, 2006). A maioria dos estudos funcionais e sobre as funcdes relacionadas a
carcinogénese foi realizada em variantes do HPV-16 E6 (Conrad et. al., 1996; Richard
et. al., 2010).

Estudos iniciais forneceram evidéncias de uma associacdo entre variagdes no
oncogene E6 e infecgdo persistente (Londesborough et al., 1996; Xi et al., 1995,
1997). Através desses e demais dados sobre o papel de E6 na carcinogénese cervical,
algumas pesquisas verificaram que havia uma associacao entre variantes no HPV-16
e o0 cancer invasivo (Chagaset al., 2010; Jimenez, 2015). Além disso, varias proteinas
gue interagem com E6 foram descritas como alvos para a degradacéao dependente de
E6 (Scheffner e Whitaker, 2003). Além das diversas funcbes em E6 prototipo
(sequéncia sem nenhuma vartiagdo no gene), alteracdes nos niveis ou na atividade
das proteinas virais podem ter papel critico sobre a tumorigénese. Variagcdes no gene
E6 podem alterar a acédo biolégica ou as propriedades imunogénicas da proteina
codificada (Ellis et al., 1995; Zehbe et al., 2003).

Andlises dos efeitos de variantes de E6 do HPV-16, constataram que as
mesmas podem diferir em sua capacidade de induzir a resisténcia sérica e regulacédo
de p53 e Bax (Niccoli et al., 2012), atuando em varios processos celulares importantes,
como diferenciagdo, apoptose, imortalizagdo, transformacéo (Richard et al., 2010;
Niccoli et al., 2012), migragdo e metastase (Zacapala et. al., 2016). Estudos com
variacdo de E6 mostraram influenciar o reconhecimento imunolégico pelos linfocitos
T, das células hospedeiras, impactando assim na prevaléncia de variantes de E6 no
cancer cervical (Zehbe et. al.,, 2011). Em um de seus estudos, Ferenczi e
colaboradores (2016) encontraram diminuicdo na estabilidade da proteina p53 entre

a sequéncia protétipo e variantes provenientes de mutagénese em E6 do HPV-16.

2.6 MODELO FUNCIONAL: VIA NF-kB

A oncoproteina E6 dos HPVs de alto risco também sdo capazes de ativar a via NF-
KB (Nees et al., 2001; Havard et al., 2005; Yuan et al., 2005; James et al., 2006;
D'Costa et al.,, 2012). O exato mecanismo ainda ndo esta claro, embora existam
indicios de que E6 possa interagir com motivos de ligacdo PDZ presentes em
componentes da via de sinalizagao (James et al., 2006).

A via NF-kB é essencial para as fungdes imunes adequadas, mas sua ativacao

excessiva em células do sistema imune e macrofagos frequentemente causa
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inflamacdo cronica (Li et al.,, 2002). A estimulagdo dessa via por citocinas
proinflamatérias como TNF-a (Figura 4), inicia a fosforilagdo do complexo IKK,
formado pelas subunidades IKKa, IKKB e duas subunidades NEMO. Como resultado,
o IkB fosforilado é degradado, permitindo a migragédo do NF-kB para o nucleo, onde
atua como fator transcricional de genes kB responsivos. Além de controlar a resposta
imune inata e adquirida, a sinalizacdo NF-kB tem papel crucial nos eventos celulares
como apoptose, adesao, proliferacédo, diferenciacdo e resposta celular ao estresse
(Chen e Greene, 2004; Perkins, 2007).

A familia NF-kB consiste em fatores de transcricdo que desempenham um
papel complexo e essencial na imunidade, inflamacéo, replicacéo viral e o inicio e
progressdo do cancer. A forma classica de NF-kB é um heterodimero entre as
subunidades p65 (RelA) e p50. Na maioria das células quiescentes, estes dimeros
estdo ligados a moléculas inibitérias da familia de proteinas IkB (inibidores de NF-kB)
(Hoesel e Schmid, 2013).

Uma grande variedade de estimulos pode desencadear esse tipo de ativacao
de NF-kB (por exemplo, citocinas pro-inflamatérias, como TNF a e IL-1) e € mediada
por receptores Toll-like (TLRs), receptores do fator de necrose tumoral (TNFR),
receptores de antigenos e receptores de interleucinal (IL-1R) (Oeckinghaus e Ghosh,
2009; Perkins e Gilmore, 2006). Niveis moderadamente elevados de atividade do NF-
kB sdo frequentemente vistos em condicfes inflamatérias crbénicas (Disis, 2010). A
ativacdo de NF-kB pode aumentar a sobrevivéncia celular, inibindo a morte celular
programada estimulando a transcricdo de genes antiapoptoticos (Kucharczak et al.,

2003). A NF-kB parece formar um elo critico entre inflamacé&o crénica e cancer.
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Figura 4.Esquema apresentando as vias de sinalizacdo para a ativacdo de NF-kB. Esta via pode ser
ativada por diversos estimulos (ex. TNF a e IL-1), apés essa ativagdo se inicia a fosforilacdo de IKK.
ApoOs a fosforilagdo do kB, NF-kB migra para o nlcleo e passa a atuar como fator transcricional de
genes associados a proliferacdo, sobrevivéncia e inflamacéo.

1
= i .,..)

Fonte: Adaptado de Park e Hong, 2016.

Os papilomavirus desenvolveram mecanismos para se adaptar as vias de
controle do crescimento celular, regular a replicacdo do DNA e diferenciacéo celular.
Apos ainfecgdo bem sucedida de um queratindcito, o virus expressa as proteinas E1
e E2, que sdo necessarias para a replicacdo e manutencdo do DNA viral (Kadaja et
al., 2009).

Nakahara e colaboradores (2015) verificaram que a oncoproteina E1 do HPV
induz a ativacdo de NF-kB. A via NF-kB medeia uma resposta negativa para regular a
replicacdo do HPV, e essa resposta pode estar associada ao controle dos nimeros
de cépias virais. A integracdo do DNA do HPV, resultando em uma situacdo em que
o padrdo agregado (epissomal e integrado) se torna o estado mais prevalente
(Nakahara et al., 2015).

A perda do oncogene E2 durante a integracdo do HPV no genoma do
hospedeiro resulta na ativagdo constitutiva dos oncogenes virais E5, E6 e E7 (Tabela
1). Os oncogenes E6 e E7 usam multiplos mecanismos para escapar da vigilancia
imunoldgica do hospedeiro (permitindo a persisténcia viral) e desregular o ciclo celular

e 0 controle da apoptose facilitando assim o acumulo de danos no DNA e a
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transformacao celular. Os genes do HPV apresentam funcdes variadas e possuem
diversos alvos (Quadrol). A atividade mais bem caracterizada do E6 do HPV-16 é a
sua capacidade de degradar a proteina supressora de tumor p53 através da via do
proteassoma.

A ativacao constitutiva da via NF-kB tem sido associada como mal prognéstico
para varios tipos de canceres, entre eles linfoma (Zou et al., 2007), leucemia (Vilimas
et al., 2007), pulméo (Tew et al., 2008), mama (Chua et al., 2007) e ovario (Annunziata
et al., 2010). A ativacéo desta via promove a expressao de genes que promovem a
proliferagéo celular e o bloqueio da apoptose, aumento na angiogénese tumoral e
potencial metastatico (Gupta et al., 2010; Prasad et al., 2010).

Existe uma contradicdo que surge de estudos recentes que demonstram um
efeito contrario ao esperado das fungdes das oncoproteinas E6 e E7 sobre a via NFkB,
dependendo do tipo de célula experimentado. A ativacdo da via NF-kB € um achado
frequente em células escamosas de carcinoma, sendo uma importante evidéncia de

transformacao de células epiteliais (Huber et al., 2004).
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Quadro 1. Func®es das proteinas precoces do HPV e seus alvos celulares.

ONCOPROTEINA FUNGAO ALVOS
(HPV)
E1 Replicacdo do genoma viral e inducio da ativacio da NF- Topoisomerase
kB RPA
E2 Replicacdo do DNA viral, transcricdo do DMNA viral e repressdo  Brd4, ChiR1
dos genes E6 e E7
E4 Facilitar liberaco e transmiss#o de virions e desregulacdo da  Citoqueratina 8/13
rede de citoqueratina
E5 Media os sinais mitogénicos dos fatores de crescimento. Ativa o EGFR,  MHC 1,
!EGFR, e promove a expressio da COX-2. Inibe a resposta receptor TRAIL.
imune.
receptor FAS
EG Regulacao expressdo de NF-kB. Manutencdo do genoma viral p53, p73, p300, IRF3,
(junto com ET). Desregulacéo do ciclo celular. BAK, BAX,
Promove a proliferacdo celular. Blogqueia apoptose. ADA3J, CPB, TERT,
MAGI-1, Caspase
8, c-Myc, PDZ,
Fibulin-1.
ET Regulacdo da expressio de NF-kB, proliferacio, inibicdo de pRb, p21, p27, p107,

apoptose, transformacgio maligna, inducio de mecanismos de
replicacio celular.

Fonte: Adaptado de Tilborghs (2017).

p130, IRF-1, ATM,
CDK/ciclina A e E

Ha evidéncias de que ambas as proteinas E6 e E7 de HPV-38, considerado

cutaneo, possam ativar NF-kB (Hussain et al., 2011). A ativacdo de NF-kB leva a uma

regulacdo positiva de clAP2, um inibidor de apoptose, o0 que poderia se esperar

conferir alguma resisténcia a agentes de danos ao DNA (James et al., 2006; Wu et al.,

2010). E possivel que a ativagéo desta via por E6 em células da ectocérvice aumente

a proliferacdo, enquanto a ativacao da via seja inibitéria ao crescimento de células

derivadas da zona de transformacdo, onde a maioria dos cénceres cervicais se

desenvolve (Vandermark et al., 2012).

Desta forma, é possivel que alteracbes (principalmente ndo-sinbnimas) no

gene E6, sejam capazes de alterar a fungéo bioldgica, através da viaNF-kB.
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3. METODOLOGIA
3.1. VARIACOES NUCLEOTIDICAS ESTUDADAS

As variantes de E6 do HPV-31 de maior relevancia epidemiolégica foram escolhidas
a partir daguelas identificadas pelo nosso grupo de pesquisa nos trabalhos ja
publicados (Figura 5) (CHAGAS et al., 2011 e 2013).

Figura 5. Polimorfismos identificados em E6 HPV-31.

Posigio | R R
C285T A297G A475G C520T C53G7
Aminoacido l l l l l
alterado Histidina Treonina Lisina Alanina Argininea
(basico) (neutro) (basico) (apolar) (basico)
- Tirosina - Alanina - Arginina - Valina - Glicina
(neutro) (apolar) (basico) (apolar) (apolar)
| HeOY | | Te4A | K123R | A138V R144G

A mudanca de nucleotideo na posicao 537 foi descrita pela primeira vez
nestes estudos. As alteracfes nao-sindnimas presentes no gene E6 estdo situadas
nas posicées: C285T, A297G, A475G, C520T e C537G (Chagas et al., 2011)
representadas pela nomenclatura atribuida as mudancas de aminoacidos: H60Y,
T64A, K123R, A138V e R144G.

3.2 REACAO DE DIGESTAO DO DNA PLASMIDIAL DO VETOR DE PASSAGEM

Para realizacdo desta etapa, vetores contendo variantes com polimorfismos
anicos presentes em E6 foram construidos (H60Y, T64A, K123R, A138V, R144G).

Além das variantes, também foi utilizado o E6 prototipo, ou seja, o E6
selvagem, sem alteracdes (Prot.). Uma amostra contendo todos os polimorfismos
também foi estudada (Full), possibilitando uma compreenséo de como as alteragdes
atuam em conjunto. As amostras contendo as variantes do oncogene E6 do HPV-
31 (450 pb) foram sintetizados e clonadas no vetor pUC57 (Thermo Fisher Scientific)

fixados em um filtro, que foram submetidos a uma eluicéo.

Posteriormente, foi feita uma transformacdo em E. coli. com as construcdes

contendo as sequéncias variantes de DNA, protétipo e o full. O DNA plasmidial foi
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extraido e cada produto da extracdo de DNA plasmidial foi digerido em uma reacao
de volume final de 20ul, contendo 1U da enzima Xhol e 1U da enzima Xbal e um
tampdo que permite a dupla digestdo com essas duas enzimas. A reacdo foi

incubada por no minimo 4 horas a 37°C.

3.3 SUBCLONAGEM DAS VARIANTES E PROTOTIPO NO VETOR DE
EXPRESSAO

As construcdes apresentando E6 no pUC57 foram submetidas a digestéao
dupla através das enzimas Xhol (temperatura 6tima 37°C, Promega) e Xbal
(Temperatura 6tima 37°C, Promega) para liberacdo do inserto. Para confirmar
inicialmente a presenga de clones foi necesséario aplicar uma eletroforese nos
produtos da digestdo e observar o padrdo de bandas em gel de agarose a 1.5%.
Em seguida, foi realizada a purificacdo dos produtos da digestdo através do kit
Wizard SV gel and PCR CleanUp System (Promega), de acordo com as instrugdes
do fabricante.

Posteriormente, foram realizadas rea¢cfes de ligacdo entre o plasmideo pCl-
neo (Promega) (Figura 6) e o inserto (sequéncias variantes, prototipo e full)
seguindo as instrucdes do fabricante. O produto dessas novas ligacdes foi usado
como agente transformante de células de E. coli. Todos os clones foram

confirmados por digestdo enzimatica para liberacédo do inserto e sequenciados.
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Figura 6.Mapa do vetor pCl-neo.
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Fonte: https://www.addgene.org/vector-database/2183/

3.4 TRANSFORMACAO EM E. Coli

Células competentes de Escherichia coli da linhagem DH5a foram
transformadas com as constru¢des contendo as sequéncias variantes de E6 do
HPV-31, protétipo e full, em seguida, selecionadas ap6s 16 horas de crescimento
a 37°C em meio LB na presenca do antibiotico ampicilina (100 pg /ml). As colbnias
gue cresceram foram isoladas e repicadas, sendo incubadas overnight a 37°C. Os
clones recombinantes foram selecionados e colocados na estufa overnight a 37°C
sob agitacdo em meio LB liquido contendo ampicilina (100 pg /ml) por 16 horas. O
DNA plasmidial foi extraido utilizando-se o kit Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega), seguindo as instru¢des do fabricante e por fim

digerido.
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3.5 SEQUENCIAMENTO DE DNA E ANALISE DAS SEQUENCIAS
OBTIDAS

Para confirmacdo dos clones, o DNA plasmidial dos recombinantes foi
submetido ao sequenciamento automatico pelo método dideoxi-terminal
fluorescente, utilizando o kit BigDye™Terminator Cycle Sequencing v 3.1 (Applied
Biosystems®), através da Plataforma Tecnologica de Sequenciamento do
Laboratério de Gendmica e Expressdao Génica —LABCEN/CB/UFPE, utilizando o
sequenciador automatico de DNA Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystem®), de
acordo com os padrdes estabelecidos nesta unidade. Foram utilizados iniciadores
especificos, que anelam na sequéncia do vetor e no inserto com a finalidade de
confirmacdes dos clones recombinantes. Cada clone obtido foi sequenciado trés
vezes em cada sentido (direto e reverso).

As sequéncias obtidas foram submetidas ao pacote de programas STADEN
(Staden, 1996). Posteriormente, as sequéncias foram alinhadas com a sequéncia
de referéncia do HPV-31 (NC_001526) utilizando o ClustalW (Thompson et al.,
1994).

As andlises de variabilidade genética foram realizadas a partir do programa MEGAS5
(Tamura et al., 2011).

3.6 ISOLAMENTO DO DNA DOS VETORES RECOMBINANTES EM LARGA
ESCALA

O DNA dos vetores recombinantes foi isolado por maxi-preparacéo
utilizandose o kit Plasmid Plus Maxi (Qiagen) de acordo com as instrucfes do
fabricante. Os plasmideos foram usados para transfeccdo de células HEK-293
(Células Embrionarias de Rim Humano). As células foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM-Invitrogen®) acrescido de 10% soro
bovino fetal (Gibco®); 1% L-glutamina (Sigma®) — DMEM completo. As células
foram mantidas em estufa imida a 37°C e com 5% de COa.

3.7 CULTIVO E TRANSFECCAO in vitro DE CELULAS EUCARIOTICAS

A linhagem celular utilizada foi HEK-293, foram cultivadas em meio DMEM

acrescido com 10% de soro bovino fetal. Quando as garrafas de cultura celular T75

estavam com uma confluéncia entre 40-80%, a contagem das células foi realizada
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no Vicell (contador de células e analisador de viabilidade celular) e em seguida

distribuidas em placas de seis pocos.

As células foram transfectadas (Figura 7) com as construcdes de vetores
recombinantes utilizando o reagente de transfeccdo Polyfect (Qiagen), de acordo
com as instrucdes sugeridas pelo fabricante. As transfeccdes foram realizadas em
placas de cultura de células de 6 pocos, onde 5x10° células foram plaqueadas em
3ml de meio de cultura. Todos os grupos de células foram co-transfectadas com um
repoérter de luciferase firefly dependente de NF-kB, o qual é construido com trés
sitios de ligacdo do fator transcricional kB sendo denominado (kB)3-Luc (1 ug)
(BCCMTM / LMBP, Gent, Bélgica) e um plasmideo expressando Renilla luciferase

(1 ng) como normalizador da luminescéncia.

As células foram incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO:2 por 24 horas.
Grupos de células foram transfectadas com 1.5 ug do gene E6 com cada uma das
variantes, ou com todas em conjunto (full), ou com o protétipo, ou com o vetor pCl
vazio. Apds 24 horas da transfeccao, as células foram incubadas com TNFa (10

ng/ml) durante 6 horas para estimulacéo da via.
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Figura 7.Esquema ilustrativo do cultivo e transfeccéo de células eucarioticas.
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3.8 AVALIAC;AO DA ATIVIDADE FUNCIONAL DE E6

A transfeccao celular foi realizada utilizando o reagente Polyfect (Qiagen), de
acordo com o protocolo do fabricante. As células foram incubadas com TNFa (10
ng / ml) durante 6 horas. Apds esse periodo, foi adicionado as células uma solucéo
de PBS gelado (tampéao fosfato salino) para finalizar a inducdo da via. Parte da
cultura foi utilizada para a etapa de lise celular utilizando o ReporterLysis Buffer
(Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante, e a outra parte utilizada para
a extracao de RNA para posterior ensaio de RT-qPCR.O gene (kB)3-Luc apresenta
trés sitios de ligacdo para o fator NF-kB, o que condiciona sua expressdo a uma
maior ou menor atividade do fator kB. (Byg et al., 2012).

A atividade do NF-kB foi medida pelo Luminémetro de Microplaca GloMax®
(Promega®) utilizando o sistema de ensaio de reporter da luciferase (Promega). A
fim de assegurar eficiéncias de transfeccdo comparaveis, os resultados foram
normalizados por renilla firefly. As leituras para firefly e renilla foram normalizadas

para os niveis de proteina detectados na amostra pelo ensaio de proteina de
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Bradford, e a ativacao da curva foi determinada pela atribuicdo de 1 ao vetor vazio,

pois nessa condicdo ndo houve nenhuma alteracdo na via.

3.9 ENSAIO DE RT-gPCR

O RNA total da cultura foi extraido utilizando o RNeasy Mini kit (Qiagen) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Todas as amostras foram tratadas com
DNase | (Qiagen) seguindo as instrucdes do fabricante. A pureza do RNA foi
mensurada por meio da relacéo 260/280 e 260/230.

O cDNA foi sintetizado pelo kit Improm® Reverse Transcription (Promega), de
acordo com as instrucdes do fabricante. As reacdes de gPCR foram realizadas pelo
kit QuantiTect SYBR Green® PCR (Qiagen), os primers e concentracdes de cDNA
foram os mesmos descritos por Leitdo et al., (2014). O protocolo do ciclo foi de 95°C
durante 15 minutos, 40 ciclos de desnaturagcédo a 95°C durante 10 s e 0 anelamento
dos genes de referéncia a 55°C durante 30 s, enquanto que o gene E6 anelou a
60°C.

O protocolo da curva de fusdo variou gradualmente de 65 a 95 ° C.A
normalizacdo da expressao génica adotou os genes de referéncia GAPDH e ACTB
(genes candidatos a genes de referéncia na carcinogénese cervical). A expressao
génica foi calculada de acordo com Livak e Schmittgen, (2001). Cada reagéao foi
realizada em trés repeticdes biologicas, incluindo um controle negativo para cada

gene.

3.10 ANALISE IN SILICO

Para verificar se ha mudancas na estrutura do mRNA devido a presenca das
variantes, as sequéncias do transcritos foram submetidas ao servidor
RNAstructure™ de predigao de estrutura secundaria (Reuter e Mathews, 2010). As
predicbes da estrutura do RNAmM foram obtidas pelo menor resultado de energia
livre.

A estrutura das proteinas E6 de referéncia e das variantes foi modelada. A
sequéncia de aminoacidos da proteina de referéncia HPV-31 E6 (AAA46950) foi
utilizada para a determinacédo da sua estrutura 3D. Uma pesquisa de “blast” foi

realizada no Protein Data Bank (PDB) usando o algoritmo blastp para selecdo de
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modelos. O modelo selecionado foi uma estrutura cristalina do complexo ternario
HPV16 E6 / E6GAP / p53 (ID PDB: 4XR8), com 65,69% de identidade (e-value: 4e-
63), que foi usado para modelagem de homologia de proteina E6 HPV- 31.

O modelo de estrutura da proteina L1 de CPV1 foi previsto usando o Modeller
9.21 (Sali & Blundell, 1993). Os modelos obtidos foram refinados pela minimizacéo
de energia usando ModRefiner (Xu e Yang, 2011). Os modelos previstos foram
avaliados por PROCHECK (Laskowski et al., 1993). As alteracdes ndo-sindbnimas
deste estudo (H60Y, T64A, K123R, A138V e R144G) foram inseridas na estrutura
de referéncia do E6 HPV-31 usando o servidor web RosettaBackrub (Lauck et al.,
2010).

Simulacdes de ancoragem molecular foram realizadas usando pyDockWEB
(Jimenez-Garcia et al., 2013), que usa orientacdes de ancoragem de corpo rigido
geradas por FTDock (Gabb et al., 1997). As simulacdes foram realizadas com
parametros padrao, utilizando eletrostética, energia de dessolvatacao e contribuicdo
limitada de van der Waals, para gerar 10000 encaixes de proteina-proteina de corpo
rigido entre os modelos de proteina E6 HPV-31 (referéncia e variantes) e a estrutura
E6AP (PDB id: 4giz). De modo a melhorar os resultados de acoplamento, foi
utilizada uma restricdo indicando o péptido LXXLL (ELTLQELLGEE) de E6AP. O
pyDockRST foi usado para calcular a porcentagem de restricbes de distancia
satisfeitas, juntamente com a energia de ligacdo de eletrostatica e dessolvatacao,
para identificar orientacdes corretas de ancoragem (Chelliah et al., 2006). A funcéo
de pontuacgéo do pyDock foi usada para avaliar a energia de ligacdo das posi¢coes

de encaixe proteinaproteina de corpo rigido (Cheng et al., 2007).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o Anova One Way seguida pela

correcdo de Bonferroni, onde valores de p<0,05 seréo considerados significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 DIGESTAO DAS VARIANTES E PROTOTIPO DE E6 DO HPV-31 DO
VETOR pUC57

ApoOs a transformacgéo e extragdo do DNA plasmidial, as variantes contidas no
vetor pUC57 foram digeridas (Figura 8) por enzimas de restricdo (Xhol e Xbal) para

posterior subclonagem no vetor de expressao.

Figura 8. Gel representativo demonstrando a digestéo das variantes e prototipo de E6 do HPV31
do vetor pUC57. M: Marcador (GeneRuler 1 KB DNA Ladder- Thermo Scientific); variantes H60Y,
T64A, K123R, A138V, R144G prototipo e full respectivamente.

M H60Y T64A K123R A138V R144G PROT FULL

pUC57 (2700pb)

- e .

<“——| E6 (450 pb)

4.2 SUBCLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DAS SEQUENCIAS
VARIANTES DO ONCOGENE E6 DO HPV-31

Cada produto da digestédo foi utilizado numa reacdo de ligacdo no vetor de
expressdo em células de mamifero pCl-neo (Promega) e confirmados por ensaio de
restricdo (Figura 9). Além disso, todos os clones recombinantes obtidos foram
submetidos a reacdes de sequenciamento para a confirmacéo da integridade das
sequéncias variantes do oncogene E6 do HPV-31 através da comparacdo dessas
sequéncias com as sequéncias de referéncia depositadas no GenBank (HPV-31 —
J04353.1).
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Figura 9.Gel representativo demonstrando a digestédo das variantes e prototipo de E6 do HPV31 do
vetor pCl-neo, confirmando os clones. M: Marcador (GeneRuler 1 KB DNA Ladder- Thermo
Scientific); variantes H60Y, T64A, K123R, A138V, R144G, protétipo e full respectivamente.
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4.3 TRANSFECCAO IN VITRO DE CELULAS EUCARIOTICAS

Ap0Os a confirmagédo da subclonagem no veor de expressao, o DNA dos vetores
recombinantes contendo E6 HPV-31 foram isoladas por maxipreparacdo e
utilizados para transfeccéo das células eucarioticas HEK-293. Para a primeira etapa
da transfeccgéo a viabilidade celular foi de 97,7 % e na segunda etapa a viabilidade

das células foi de 96%.

4.4 ENSAIOS DE LUCIFERASE

Para investigar o efeito do E6 e de cada uma das suas variantes na via do NF-
kB, as células HEK-293 foram transfectadas em triplicata com cada uma das
variantes separadamente, (H60Y, T64A, K123R, A138V, E6 R144G) e uma amostra
contendo todas as variantes (full). Os seus efeitos sobre a via NF-kB foram
comparados com os encontrados em células expressando HPV-31 E6 sequéncia
de referéncia (que foram transfectadas com prot6tipo) e células transfectadas com
plasmideo vazio). Dentre os resultados obtidos (Grafico 1), a variante R144G
apresentou maior ativacdo sobre a via NF-kB, seguida pelo E6 prot6tipo e H60Y

enguanto a maior parte das variantes atuaram reprimindo a via.
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Gréafico 1. Efeito do E6 HPV-31 na ativacao da via NF-kB em células HEK293 transfectadas. Cada
grupo foi transfectado com uma das constru¢des das variantes do E6 (H60Y, T64A,K123R, A138V,
R144G ) ou com construcéo de referéncia E6 HPV-31 ou com a sequéncia apresentando todas as
variantes. As barras representam a média de cada condicao realizada em duplicada. Barras de erro
indicam um erro padrdo médio.
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Tabela 1. A analise estatistica foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida
de correcdo de Bonferroni, em que p <0,05 foi considerado significativo. (NS= N&o
significativo, *= diferenca estatistica significativa).

Teste de Comparagdo Multipla de Bonferroni Significante: p < 0.05

PCDNA vs 31-E6 Prot. *

pCDNA vs Full NS

pCDNA vs H60Y NS

PCDNA vs T64A NS

PCDNA vs K123R NS

pPCDNA vs A138V NS
PCDNA vs R144G *

31-E6 Prot. vs Full *
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31-E6 Prot. vs H60Y NS
31-E6 Prot. vs T64A *
31-E6 Prot. vs K123R *
31-E6 Prot. vs A138V *
31-E6 Prot. vs R144G *
H60Y vs Full *
H60Y vs T64A *
H60Y vs K123R *
H60Y vs A138V NS
H60Y vs R144G *
T64A vs Full NS
T64A vs K123R NS
T64A vs A138V NS
T64A vs R144G *
E6-3 vs Full *
K123R vs A138V NS
K123R vs R144G *
A138V vs Full NS
A138V vs R144G *
R144G vs Full *

4.5 ENSAIO DE RT-gPCR

Para investigarmos a atividade transcricional das diferentes variantes de E6
HPV-31, foi realizada uma avaliagdo quantitativa do perfil de transcricdo das
variantes que indicaram maiores mudancas frente a ativacao relativa de NF-kB (que
foram T64A e R144G). Os valores das expressodes das variantes foram comparados
a sequéncia protétipo e as variantes T64A e R144G apresentaram diferencas
significantes em seus valores de expressao (Grafico 2). Nossos dados da anélise
da atividade transcricional, demonstraram que dentre os valores das expressoes, a
variante R144G, apresentou uma menor expressao nos niveis do mRNA. Enquanto
a variante T64A apresentou niveis aumentados de expressao relativa. Os

resultados de Wu e colaboradores (2018), demonstraram que 0s niveis de
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expressdo dos RNAm em E6 e E7 aumentaram significativamente em pacientes
positivos para HPV-16 (Wu et al., 2018).

Gréafico 2. Expressdo de RNAm das variantes do E6 HPV-31. Apds a extracdo de RNA das células
transfectadas com as variantes (T64A, R144G) respectivamente e comparadas com a sequéncia
prototipo e com a sequéncia apresentando todas as variantes. A normaliza¢éo da expresséo génica
utilizou os genes de referéncia GAPDH e ACTB. Cada reacéo foi realizada em duas repeticdes

biolégicas, incluindo um controle negativo para cada gene. A expressao génica foi calculada por 2 -
AACq.
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4.6 ANALISE DA ESTRUTURA DO RNAm
Os mRNAs das variantes e da sequéncia de referéncia do E6 do HPV-31

ndo apresentaram diferencas em relacdo as estruturas secundarias formadas
(Figura 10).
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Figura 10.Estrutura do RNAm do oncogene E6 do HPV-31 :a) E6 all variants. b)sequéncia de
referéncia para E6. c)variante E6 T64A . d)variante E6 K123R . e) variante E6A138V. f) variante E6
R144G.
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4.7 ANALISE DE ANCORAGEM MOLECULAR ENTRE AS VARIANTES DE E6
HPV-31 EE6AP

A estrutura de proteina do protétipo de E6 do HPV-31 e as variantes em
E6 do HPV-31 foram modeladas. Com estes modelos, uma andlise de ancoragem
molecular foi realizada para testar se as alteracdes de aminoacidos poderiam afetar
o reconhecimento de E6AP pela proteina E6 HPV-31. Foi possivel observar que
todos os modelos de E6 HPV-31 foram capazes de interagir com o EGAP (Figura
13). A Tabela 3 mostra a energia de ligacdo de pyDock de todas as interacdes
proteina-proteina. No entanto, € possivel observar que as variantes T64A, K123R,
A138V, R144G foram capazes de se ligar ao EGAP com menor energia pyDock
gquando comparados com a proteina do prototipo de E6 HPV-31, indicando que
esses polimorfismos podem aumentar a energia de ligacdo destas proteinas das
variantes E6 HPV-31 ao E6AP.
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Figura 11.Interacdo proteina-proteina entre a variante E6_T64A (em vermelho) e E6AP (em
dourado). O motivo LXXLL esta interagindo com a hélice ligante da proteina E6, na bolsa E6
hidrofébica.

Tabela 2.Energia de ligacdo calculada a partir das interagBes proteina-proteina entre HPV-31 E6 e
E6AP.

stras HPV3l
Eletrostatica Dessolvatacdo VAW  relRST Total

Prototipo -31.386 16.241 60.472 84.615 -93.713
T64A -37.555 4.459 123.324 76.923 -97.687
K123R -25.908 -4.210 23.560 69.231 -96.993
A138V -32.095 12.239 60.001 84.615 -98.471
R144G -16.589 3.233 41.333 76.923  -86.146

Full -24.331 9.047 56.499 84.615 -94.249
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5 DISCUSSAO

No nosso estudo foram escolhidas cinco variantes do gene E6 nas seguintes
posicdes: C285T, A297G, A475G, C520T, C537G, de acordo com o aminoacido
alterado e os cédons, podem ser denominados de: H60Y, T64A, K123R, A138V,
R144G, respectivamente. Todas estas alteracdes ndo-sinbnimas ja foram descritas
na literatura (Chagas et. al., 2011; Chagas et. al., 2013; Liu et. al.,2014; Zhang et.
al., 2018).

A maioria dos estudos com variantes, foram unicamente voltados a estudos de
identificacéo e distribuicdo nas populag¢des. Diante disso, os estudos funcionais das
variantes dos HPVs se tornaram relevantes para compreensdo da repercussao
biolégica destas alteracdes, levando em consideracdo o potencial oncogénico,
dessas variantes (Villa et al. 2006; Villa et al., 2000; Sichero et al., 2007). Evidéncias
experimentais suportam a teoria de que variagdes intra-tipicas podem afetar o
potencial carcinogénico dos HPVs (Bernard et al., 2006). Apesar da relevancia
desses estudos, existem poucos trabalhos de avaliagdo funcional feitos no Brasil
(Villa et al. 2006; Freitas et al., 2012; Chagas et al., 2013; Gurgel et al., 2013).

Pouco se sabe sobre o efeito funcional das variantes presentes em E6 HPV-
31, esta € a primeira vez que as variantes E6 do HPV-31 foram avaliadas no Brasil
e informacdes sobre a variabilidade do gene E6 do HPV-31 ainda sdo muito
limitadas. Este estudo demonstrou que algumas variantes de E6 podem estar
atuando no aumento da atividade da via NF-kB, outras podem estar atuando na
reducdo da atividade da via. O trabalho de Zacapala e colaboradores (2016),
destacou que variantes da oncoproteina E6 HPV-16 demonstraram alteracées nos
processos relacionados a carcinogénese (Zacapala et. al., 2016).

Esse tipo de alteracdo na funcao bioldgica das proteinas € possivel, porque
um unico polimorfismo pode afetar a funcdo de uma proteina inteira. Um estudo
inicial realizado com HPV-16, na populacdo sueca descobriu que os canceres
invasivos estavam mais relacionados a variante L83V, apenas um pequeno numero
estava relacionado ao protétipo (Lichtig et. al., 2006).

O trabalho de Ferenczi (2016) demonstrou que o0 prototipo e variantes
(provenientes de mutagénese) do oncogene E6 HPV-31 foram capazes de diminuir
a estabilidade da proteina supressora tumoral, p53, e 0 E6 protétipo apresentou

uma atividade mais fraca em comparagédo com EG6 variante, na degradacao de p53.
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Um possivel fator que possa ter sido responsavel pelas diferencas funcionais entre
variantes em EB6, seria as alteracfes de aminoacidos proporcionadas pela mudanca
da base, podendo resultar assim, em mudan¢a na conformagdo da proteina
codificada.

Variantes do E6 HPV-16 demonstraram ter funcbes varidveis na ligacédo e
degradacédo da p53, assim como a inibicdo da diferenciacdo dos queratinocitos, e a
modulacdo da apoptose (Asadurian et al., 2007; Lichtig et al., 2006; Niccoli et al.,
2012; Richard et al., 2010; Sichero et al., 2012; Stoppler et al., 1996; Zehbe et al.,
2011; Zehbe et al., 2009).

A via NF-kB desempenha um papel importante na resposta imune inata e
adaptativa do hospedeiro. Esta via, é frequentemente alvo de diversos virus,
incluindo o HPV (Brady e Bowie, 2014; Correia et al., 2013; Lemon, 2010;
Vandermark et al., 2012). As proteinas E6 e E7 do HPV-16 regulam a expressao de
NF-kB, mas h& dados divergentes se estimulam (James et al., 2006; Nees et al.,
2001) ou suprimem a ativacdo de NF-kB (Havardetal., 2005). A via NF-kB pode
atuar como um supressor tumoral nos estagios iniciais da infec¢éo pelo HPV, mas
parece estar sob baixa regulacao durante o inicio do cancer (Pallavi et al., 2015).
Esses dados confirmam que NF-kB parece ser um ator importante no
desenvolvimento do cancer do colo do utero (Tilborghs et. al., 2018).

Os valores da expressdo relativa do oncogene E6 HPV-31, para os
polimorfismos avaliados, T64A, R144G e Full, indicaram que a variante R144G,
apresentou um nivel reduzido na expressao do RNAm, em relagcédo ao protétipo, a
amostra contendo todas as variantes (Full), e sobretudo em relacdo a variante T64A,
gue por sua vez, apresentou niveis aumentados na expressao do RNAm. A variante
R144G foi identificada por Chagas e colaboradores (2013), e esta localizada em
regibes de epitopos de células B e T, podendo influenciar o reconhecimento
imunologico de células infectadas pelo HPV (Chagas et al., 2013). Estes resultados
sugerem que existem modificacdes nos padrées de expressao génica, na presenca
das variantes.

Os niveis de expressdao do RNAmM em E6 e E7 aumentaram significativamente
em pacientes positivos para HPV-16 (Wu et al., 2018), pouco se sabe a respeito do
HPV-31. Niveis alterados de RNA mensageiro, podem estar associados a o grau de

estabilidade do RNA e a efetividade da interacdo da proteina com componentes da
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via NF-kB. A degradacdo do RNA mensageiro (RNAm) esta associada a regulacéo
dos niveis de transcricdo na célula, e consiste em um fator relevante na modulacéo
da expressao génica (Presnyac et. al, 2015). Ao comparar as variantes T64A e
R144G entre si, através do teste de comparacao multipla de Bonferroni, foi visto que
havia diferenca significativa entre essas variantes, conforme visto na tabela 1.

Os dados apresentados nesse estudo, da ativacdo relativa de NF-kB
demonstram que dentre os polimorfismos estudados, (H60Y, T64A, K123R, A138V,
R144G e Full), podemos destacar o R144G, que atuou no aumento significativo da
atividade da via NF-kB. Assim como os resultados de Hussain e colaboradores
(2012), mostraram que as oncoproteinas E6 e E7 do HPV-38 ativam a via NF-kB, e
atuam cooperando com o TNF-a na ativagao da via, através da fosforilagcao de kB
e p65 (Hussain et. al., 2012).

Estes dados corroboram com os dados iniciais de Li e colaboradores (2002),
em que destacam o papel do oncogene E6 sobre a ativacdo de NF-kB, e sua
ativacdo excessiva em células do sistema imune e macrofagos frequentemente
causa inflamacéao cronica (Li et al., 2002).

No entanto, nossos dados sugerem que a expressao do Full (contendo
simultaneamente H60Y, T64A, K123R, A138V, R144G) reduz a atividade da via,
assim como as variantes H60Y, T64A, K123R e A138V, que também indicam estar
reduzindo a atividade de NF-kB. A analise estatistica mostrou diferenca significativa
entre as variantes individuais presentes em E6 (H60Y, T64A, K123R, A138V,
R144G) e o controle (E6 protétipo do HPV-31) com valor de p<0.0001, exceto pela
variante H60Y.

De acordo com os resultados, apresentados neste estudo, da ativacdo relativa
de NF-kB e da expressado relativa de E6, verificou-se que a variante T64A
apresentou mais RNA e atuou reprimindo a via, possivelmente, devido a seus niveis
aumentados de transcritos, pois na presenca de mais proteinas, pode estar havendo
maior interacdo, assim atuando na repressdo da via. A ativacdo de NF-kB € um
passo critico para a proliferacéo celular, a inibicdo mediada por E6 / E7 da atividade
de NF-kB € provavelmente um recurso viral para permitir a imortalizacdo
(Vandermark et al., 2012). As oncoproteinas E6 e E7 s&o produzidas para prevenir
a parada e apoptose do crescimento celular e retardar a diferenciagéo, inativando

p53 e a proteina retinoblastoma (pRB) (Tummers, 2015).
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O HPV manipula varias vias moleculares e celulares nas células do hospedeiro
para evitar vigilancia imunologica do hospedeiro e respostas imunes antivirais. A
supressao imune mediada por HPV durante a persisténcia do virus pode também
contribuir para a evasdo de células tumorais de respostas imunes antitumorais
(Westrich et. al., 2017).

Por sua vez, nossos resultados frente a variante R144G demonstraram niveis
reduzidos de RNA, porém a mesma, atuou no aumento da ativacdo da via NF-kB, o
gue pode estar relacionado com fato de apresentar maior interagdo com o alvo da
via (IkB). No estudo de Mesplede e colaboradores (2011), os resultados de
diferentes ensaios de luciferase demonstram que todas as variantes do E6 HPV-16
(R10G, L83V e R10G / L83V) foram ligeiramente mais eficientes que o protétipo na
degradacdo de p53. Em contraste, entre as proteinas codificadas por variantes em
E6 HPV-33, a A138V apresentou atividade de degradacao da p53 significativamente
maior que o protétipo. Estes resultados confirmam que variantes naturais do E6
HPV-16 diferem em sua capacidade de promover a rotatividade de p53. (Mesplede
et. al., 2011).

Os resultados da ativagao relativa de NF-kB, sugerem que a alteragéo T64A
pode mais ser expressiva em relacdo a R144G. Pois a apesar da R144G (isolada)
ter aumentado drasticamente a atividade da via, quando em conjunto com a T64A
e com as demais variantes (na amostra full), apresentou uma reducéo na atividade
da via. O que pode indicar, que a variante T64A pode estar atuando sobre a R144G
e as demais variantes.

A fim de verificar se as variantes do oncogene E6 podem gerar estruturas
alternativas de RNAmM em relacdo as sequéncias de referéncia do HPV 31, cada
estrutura secundaria de RNAm foi prevista (Figura 10), todavia, os mRNAs das
variantes e da sequéncia de referéncia do E6 do HPV-31 ndo apresentaram
diferencas em relacdo as estruturas secundarias formadas. As estruturas
secundarias pré-RNAm podem influenciar uma série de etapas de processamento,
incluindo splicing alternativo. Uma vez que a maioria das proteinas reguladoras de
splicing se ligam ao RNA de fita simples, a presenca de RNA em fitas duplas pode
impedir sua ligacéo (Hiller et al., 2007), o que pode influenciar a producéo final da

proteina E6.



51

Nos resultados da modelagem foi possivel observar que todos os modelos de
E6 HPV-31 foram capazes de interagir com o E6AP. As variantes T64A, K123R,
A138V, R144G foram capazes de se ligar ao EGAP com menor energia pyDock
quando comparados com a proteina do protétipo de E6 HPV-31, indicando que
esses polimorfismos podem aumentar a energia de ligacdo destas proteinas das
variantes E6 HPV-31 ao E6AP. Estes dados demonstram um possivel maior
potencial oncogénico destas variantes, ja que a proteina E6 interage com a E3
ubiquitina ligase celular E6GAP e isso altera a especificidade do substrato de EGAP
e medeia a ligacdo de E6 / E6AP a p53, assim E6AP pode subsequentemente
ubiquitinar p53, que por sua vez é degradado pelo proteassoma (Stutz et. al., 2015).

O presente estudo, aborda pela primeira vez, uma analise funcional de
variantes no oncogene E6 do HPV-31, em que algumas alteragbes atuaram no
aumento da atividade de NF-kB, como a R144G, e outras na reducao da atividade
dessa via, como a T64A. Mais estudos dos efeitos in vitro dessas alteracdes, tendo
em vista aspectos imunoldgicos, sdo necessarios, para afirmar com clareza o papel

desses polimorfismos sobre NF-kB.
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6 CONCLUSAO

* Neste estudo encontramos uma das primeiras evidéncias sobre a atuacdo das
variantes presentes em E6 HPV-31, sobre a ativacdo ou repressdo da via NF-kB
em células HEK-293.

» A andlise funcional de células HEK-293 transfectadas com o gene E6 de HPV-31
apresentando as variantes H60Y, K123R, A138V e R144G, apresentaram uma
ativacado da via NF-kB. Entretanto, a variante R144G apresentou maior ativagéo da
via e as variantes T64A e Full apresentaram depressao na via.

A expressao do mRNA de E6 contendo a variante T64A foi mais expresso em
células transfectadas enquanto que o mRNA da variante R144G foi menos

expresso.

As variantes T64A, K123R, A138V, R144G foram capazes de se ligar ao EGAP com
menor energia quando comparados com a proteina do protétipo de E6 HPV-31,
indicando que esses polimorfismos podem aumentar a energia de ligacado das
proteinas das variantes E6 HPV-31 ao EGAP.

A analise de estrutura do RNA evidenciou que nédo héa diferengas eminentes entre
a estrutura de E6 selvagem (protétipo) e as variantes estudadas (H60Y, T64A,
K123R, A138V, R144G).

Com este estudo, foi visto que algumas variagdes no gene E6 do HPV-31 foram
capazes de ativar a via NF-kB enquanto outras de reduzir a atividade da via. Ao
mesmo tempo que tais variacbes ocasionaram em baixa ou alta expressédo de
RNAmM a depender do tipo de interagcdo com E6AP e outros possiveis fatores que

possam estar associados a este evento.
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