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RESUMO 

 

Infecções persistentes por Papilomavírus Humano (HPV) de alto risco são um dos pré-

requisitos para o desênenvolvimento do câncer cervical, que é a quarta causa de morte no 

mundo. Dentre os diferentes tipos de HPV, o HPV 16 é o mais incidente, tanto em países 

desenvolvidos quanto em países em desenvolvimento. O genoma do HPV é composto por três 

regiões, a Região Longa de Controle (LCR), a região Early, e a região Late. Variações na 

região LCR do HPV podem afetar a oncogenicidade, progressão e persistência da infecção 

viral, inclusive causando alterações nos sítios de ligação aos fatores transcricionais E2, YY1, 

NF-1 e AP1. Neste estudo, realizou-se uma avaliação dos efeitos de variantes presentes na 

região promotora da LCR do HPV 16 circulante no Estado de Pernambuco. Para isso, foram 

selecionados três isolados de diferentes variantes da LCR do HPV 16, os isolados 49, 64, e 

74. Elas foram clonadas no vetor pGEM-T Easy e subclonadas no vetor de expressão pNL1.1 

(Nluc), e transfectados em células HeLa. Foi realizado um modelo de ensaio de luminescência 

das amostras observando como as variantes de LCR afetam a expressão do gene repórter 

Nluc. Dentre os isolados estudados, o 64 (variante D), que apresenta o maior número de 

alterações em sítios de ligação para fatores de transcrição, foi o que mais reprimiu a expressão 

do gene repórter Nluc. O isolado 49 (variante A), que apresenta o menor número de 

alterações, possuiu a segunda menor expressão do gene repórter. Já o isolado 74 (variante C) 

foi quem menos reprimiu a atividade do gene repórter Nluc. A análise estatística não mostrou 

diferenças significativa entre as regiões LCR polimórficas, com valor de p=0,53. Assim, um 

perfil mais refinado das variantes de LCR do HPV 16 e sua importância para o prognóstico de 

lesões cervicais começa a ser traçado.  

 

Palavras-chave: HPV 16; LCR; variantes 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Persistent infections by high-risk human papillomavirus (HPV) are a prerequisite to the 

development of cervical cancer, the fourth most common cause of death worldwide. Amongst 

the different types of HPV, HPV 16 is the most common, in both developed and in 

development countries. The HPV genome is composed of three regions, the Long Control 

Region (LCR), the Early region, and the Late region. Variations in the LCR HPV region can 

affect oncogenicity, viral infection progression and persistence, and even cause alterations on 

binding sites to transcriptional factors E2, YY1, NF-1, and AP1. In this study, the effect of 

variants in the promoter LCR region of HPV 16 circling in the Estate of Pernambuco was 

evaluated. For that, three isolates were selected with different LCR variants from HPV 16, the 

isolates 49, 64, and 74. They were cloned in pGEM-T Easy vector, and then subcloned in 

pNL1.1 (Nluc) expression vector, then they were transfected in HeLa cells. A luminescence 

essay model was created to observe how LCR variants of HPV affect the reporter gene Nluc. 

Among the isolates studied, the 64 (variant D), which presented the highest number of 

alterations in binding sites to transcription factors, was the one that repressed the reporter 

gene Nluc the most. The isolate 49 (variant A), which presents the lowest number of 

alterations, had the second lowest expression of the reporter gene. The isolated 74 (variant C) 

was the one with the lowest repression of the reporter gene. The statistical analysis did not 

show significant differences between the polymorphic LCR regions, with p value of 0,53. 

Thus, a better, more refined profile of the HPV 16 LCR variants begins to be formed. 

 

Keywords: HPV 16; LCR; variants.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O quarto tipo de neoplasia mais frequente em mulheres do mundo todo é o câncer 

cervical. O INCA estimou para o triênio de 2020-2022 no Brasil o surgimento de 16.590 

novos casos deste tipo de neoplasia. Dentre as regiões do Brasil, o Nordeste está em terceiro 

lugar em termos de incidência de casos de câncer cervical, e em Recife, o número de casos 

novos supera a taxa nacional, com uma taxa bruta de 22,13 novos casos por100 mil habitantes 

(INCA, 2020). 

Um dos pré-requisitos para o desenvolvimento do câncer cervical e de lesões pré-

cancerosas é o Papilomavírus humano (HPV) (zur Hausen, 2002). O HPV é um vírus de DNA 

de fita dupla pertencente à família Papilomaviridae (Bernard et al., 2010; Burk et al., 2013; de 

Villiers et al., 2004) que possui afinidade por células mucoides ou cutâneas no tecido epitelial. 

A principal forma de transmissão desse vírus é por meio do contato sexual (Souto et al., 

2005). Com um genoma de aproximadamente 8kb, o HPV é composto por três regiões: A 

região de expressão tardia (Late), a região de expressão precoce (Early) e a região LCR 

(Região Longa de Controle). É na região LCR onde as sequências regulatórias da transcrição 

viral são encontradas e onde há a origem da replicação dos genes Early (E1, E2, E5, E6, E7) e 

Late (L1 e L2), que recebem estes nomes de acordo com sua ordem de expressão ao longo do 

ciclo infecioso do vírus (Favre & Orth, 1997; Sichero, L; Sobrinho, J. S; Villa, L. L, 2012) 

O HPV possui mais de 220 tipos diferentes caracterizados (Bernard et al., 2010). 

Dentre os diferentes tipos de HPV, o HPV 16 é o mais associado ao desenvolvimento do 

câncer cervical mundialmente, apesar de apenas uma pequena parcela das lesões por HPV 16 

vir a evoluir em câncer (Hang et al., 2014). 

Variantes intratipo de HPV são definidas como tendo mais de 98% de identidade de 

sequência nucleotídica determinada sobre ORFs (Open Reading Frames) E6, E7 e L1 com a 

sequência de referência, também denominada de protótipo (Bernard, 2005). Sequências 

variantes de um mesmo tipo de HPV podem diferir umas das outras em menos de 2% no gene 

L1 e em até 5% na região não codificante da LCR (de Villiers et al., 2004; Ho et al., 1993). 

Por serem mais predominantes no mundo inteiro, variantes intratipo de HPV 16 e 18 foram 

muito estudadas e acredita-se que elas possuam diferente potencial oncótico (Bernard et al., 

2006; Schiffman et al., 2010). Além disso, a associação entre o risco de lesões de alto grau 
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prevalentes e incidentes e as variantes intratipo de HPV 16 e HPV 18 foram demonstrada em 

estudos (Sichero et al., 2007; Xi et al., 1997).  

Variações da região LCR do HPV podem influenciar a progressão do câncer cervical 

e resultar na perda da capacidade de ligação entre os fatores transcricionais E2, YY1, NF-1, 

AP1. Estudos sugerem que variações na LCR conferem um aumento no risco de infecções 

persistentes causadas pelos tipos de HPV 16, 18, 33 (Gagnon et al., 2004) e 58 (Raiol et al., 

2011). Outros estudos têm apontado uma associação entre as variantes não europeias e um 

maior risco de desenvolvimento de lesões de alto grau de displasia (Sichero et al., 2007). 

Entretanto, apesar da importância do conhecimento da variabilidade genética da região LCR 

em variantes de HPV, existem poucos estudos realizados em amostras brasileiras. Por isso, o 

presente estudo busca avaliar os efeitos de polimorfismos em variantes da região promotora 

(LCR) do HPV 16 extraídas de mulheres residentes no Estado de Pernambuco.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Câncer Cervical e infecção pelo Papilomavírus humano 

 

O câncer cervical é o quarto tipo de neoplasia mais prevalente em mulheres no 

mundo, com 570.000 casos diagnosticados em 2018 de acordo com a Organização Mundial da 

Saúde (OMS), e responsável pela morte de 311.000 mulheres. Por isso, ele foi classificado 

como um grave problema de saúde pública. No Brasil, estima-se que a incidência de novos 

casos de câncer cervical no triênio de 2020-2022 será de 16.590 (Figura 1), sendo o terceiro 

mais incidente na Região Norte (21,20/100mil pessoas), Região Nordeste (17,62/100 mil 

pessoas) e Região Centro Oeste (15,92/100 mil pessoas) (INCA, 2020).  

 

Figura 1 – Distribuição proporcional dos dez tipos mais incidentes de câncer estimados para 2020 por sexo, 

exceto pele não melanoma. 

 
Fonte: INCA (2020) 

 

A infecção persistente por certos tipos de HPVs está associada a progressão das 

lesões cervicais e ao câncer cervical (Sichero et al, 2007; Woodman et al, 2007; Villa et al, 

2000). A evolução de lesões pré-malignas não invasivas, denominadas neoplasias 

intraepiteliais cervicais – NIC (cervical intraepithelial neoplasia – CIN) ou de lesões 

intraepiteliais escamosas (squamous intraepithelial lesions – SIL), em câncer cervical pode 

ser prevenida caso as lesões sejam diagnosticadas previamente e tratadas. O diagnóstico 

dessas lesões pode ser feito por meio de exame citológico das células cervicais esfoliativas e 

será confirmado por meio de exame histológico. Quando diagnosticado, o câncer cervical é 

uma das formas de câncer que possui maior taxa de sucesso de tratamento, desde que seja 
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detectado cedo e tratado de forma apropriada e, mesmo em estágios mais avançados, ele pode 

ser controlado com tratamento apropriado e cuidado paliativo (OMS, 2014). 

As alterações histológicas são classificadas de acordo com a morfologia e o grau 

progressivo das células epiteliais em: displasia leve (NIC I – neoplasia intraepitelial cervical 

grau 1); displasia moderada (NIC II – neoplasia intraepitelial cervical grau 2) e displasia 

severa (NIC III – neoplasia intraepitelial cervical grau 3), a qual pode progredir para câncer 

invasivo (carcinoma in situ) (Li et al., 2011; Woodman et al., 2007) (Figura 2). De acordo 

com a classificação citológica, a lesão epitelial escamosa de baixo grau (LSIL) é 

correspondente ao NIC I e a lesão epitelial escamosa de alto grau (HSIL) corresponde aos 

NIC II e NIC III. Quando não é possível realizar o diagnóstico de NICII e NICIII, podem ser 

encontradas células escamosas atípicas de significado indeterminado (ASC-US) e células 

escamosas atípicas HSIL (ASC-H).  

 

Figura 2 – Progressão do Câncer Cervical pelo Papilomavírus Humano (HPV). 

 
Fonte: Jessica A. Kahn, 2009 

 

A infecção por HPV é transmitida sexualmente e, apesar da frequência de infecções, 

muitas vezes o organismo consegue combatê-las espontaneamente, o que ocasiona alterações 
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citológicas e histológicas menores e transitórias ou, até mesmo, subclínicas (Bosch et al., 

2002).  

Cerca de 99,7% dos tumores de colo de útero estão associados com o HPV (Muñoz 

et al., 2006). Entretanto, apenas apresentar a infecção por HPV de alto risco não é considerado 

um fato suficiente para imortalizar as células epiteliais do hospedeiro. São necessárias 

alterações genéticas e epigenéticas para que haja o desenvolvimento da carcinogênese. Tais 

fatores podem alterar o ciclo celular, o que pode resultar na célula hospedeira adquirindo 

características malignas e invasivas (Saavedra et al., 2012). 

 

2.2 Classificação dos Papilomavírus 

 

O Papilomavírus (PVs) é pertencente à família Papilomaviridae e possui a 

capacidade de infectar humanos e outros mamíferos, assim como aves e repteis. Tais 

papilomavírus recebem sua denominação de acordo com o hospedeiro do qual o genoma PV 

foi isolado: CRPV (Cottontail Rabbit Papillomavirus), que infecta coelhos, COPV (Canine 

Oral Papillomavirus), que infecta cães, BPV (Bovine Papillomavirus) que infectam bovinos e 

HPV (Human Papillomavirus), que infecta humanos (Scheurer et al., 2005; Bernard et al., 

2010). 

O Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus estabeleceu a classificação do 

papilomavírus de acordo com a sequência nucleotídica do gene L1, o que tornou possível o 

agrupamento dos PVs em gênero e espécie (de Villiers et al., 2005; Kalantari et al., 2010). 

Porém, a análise de um único gene não é suficiente para classificar as variantes. Por isso, para 

nomear uma variante é necessário que seja realizado o estudo do genoma completo. Uma 

sequência vai ser agrupada em variante quando a sequência nucleotídica da região L1 diferir 

de 1 a 10% em relação à sequência de referência, e em sublinhagem quando variar entre 0,5 a 

1% (Burk et al., 2013; Zigui et al., 2015). 

Os HPVs podem ser divididos em cinco gêneros (Figura 3): Alphapapilomavírus, 

Betapapilomavírus, Gammapapilomavirus, Mupapilomavírus e Nupapilomavírus (Bernard et 

al., 2010; de Villiers et al., 2004).  
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Figura 3 – Árvore Filogenética da família Papilomaviridae. 

 
. Fonte: https://pave.niaid.nih.gov/treeviewer.html#main/ (2020) 

 

Dentre os mais de 200 tipos de HPV que já foram identificados (Hampson et al., 

2020) aproximadamente 60 desses são predominantemente detectados na mucosa epitelial e 

pertencem ao gênero Alpha Papillomavirus (alpha-PV) (Bernard et al., 2010, Burk et al., 

2013, de Villiers et al., 2004,).  

Os Alpha Papilomavírus (Figura 4) são divididos de acordo com o potencial para 

desenvolvimento de câncer na região genital em: altamente carcinogênicos HPVs 16, 18, 31, 

33, 45, 51 e 52; provavelmente carcinogênico HPV 68; possivelmente carcinogênico HPVs 

26, 53, 64, 65, 66, 67, 69, 70, 73 e 82. Outros membros estão, também, frequentemente 

associados a lesões benignas na região genital e não genital, tais como o HPV 6, 11, 40, 42, 

43, 44, 54, 61, 72, 81 e 89 (Cubie, 2013; Schiffman et al., 2009). 

https://pave.niaid.nih.gov/treeviewer.html#main/
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Fonte: https://www.hpvcenter.se/human_reference_clones/ (2020) 

 

A maioria dos tipos oncogênicos ou de alto risco associados com câncer cervical 

invasivo (Burk et al., 2013, Li et al., 2011, Munoz et al., 2003, Smith et al., 2007) são 

agrupados em uma clade de alpha-HPVs que contêm espécies dos grupos alpha-5, alpha-6, 

alpha-7, e alpha-9 (Burk et al., 2009, 2013, Schiffman et al., 2005) e acometem cerca de 90% 

de todos os casos de câncer cervical no mundo (Burk et al., 2013, Li et al., 2011, Smith et al., 

2007). Os HPVs dos gêneros Gama, Mu e Nu são mais associados a papilomas cutâneos e 

verrugas sem progressão maligna. Já os HPVs do gênero Beta são mais frequentemente 

relacionados a infecções cutâneas (de Villiers et al., 2004) ou com infecções de pele (Freitas 

et al., 2012). 

 

  

Figura 4 – Árvore filogenética mostrando as espécies dos Alpha-PVs, baseadas no sequenciamento do geneL1. 

https://www.hpvcenter.se/human_reference_clones/
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2.3 Distribuição do HPV 

 

A distribuição dos genótipos do HPV varia entre áreas geográficas (Bosch et al., 

1995; Clifford et al., 2005; de Martel et al., 2017; de Sanjosé et al., 2007; Walboomers et al., 

1999). O HPV 16 é o tipo mais comum encontrado mundialmente, seguido pelo HPV 18 na 

Europa, América Central e América do Sul e pelos HPVs 33, 52, 56 e 58 na Ásia (Bosch et 

al., 1995; Clifford et al., 2003; Clifford et al., 2005; de Sanjosé et al., 2007; de Martel et al., 

2017). 

Os quatros tipos mais frequentes de HPVs em mulheres sem lesões cervicais são os 

HPVs 16, 18, 31 e 52. A frequência de certos tipos de HPVs, entretanto, pode mudar de 

acordo com o grau de lesão cervical, os tipos dos casos de câncer cervical e a região 

geográfica onde as pacientes residem. Nos países em desenvolvimento, os genótipos mais 

prevalentes são os HPVs 16, 18, 58 e 33, enquanto nos países desenvolvidos há a prevalência 

dos genótipos 16, 18, 33 e 31 (de Sanjose et al., 2010). 

Em Recife (Pernambuco), o HPV 16 é o tipo mais frequentemente detectado, seguido 

pelos tipos HPV 31, HPV 33 e HPV 58 (Baldez da Silva et al., 2009; Lorenzato et al., 2000). 

Acredita-se que a diferença na distribuição dos HPVs pode ocorrer devido ao processo de 

migração de pessoas, uma vez que este contribui para uma maior diversidade populacional. 

(Barzon et al., 2008; Bosch et al., 1995). 

 

2.4 Organização do genoma viral 

 

O Papilomavírus humano (HPV) é um vírus de fita dupla de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) que contém cerca de 8.000 pares de bases em formato circular 

associado às histonas celulares (Tan et al., 1998; zur Hausen 1996). O genoma do HPV 

(Figura 5) possui cerca de 8 quadros abertos de leitura (Open Reading Frames – ORFs), 

sequências que são expressas na fase precoce (E) e tardia (L) da diferenciação da célula 

hospedeira ao longo da infecção codificando proteínas não estruturais e estruturais, 

respectivamente (Grahan, 2010). As proteínas Early (E – de expressão precoce) são 

responsáveis pela replicação viral, transformação celular e pelo controle transcricional. Os 

genes expressos nesta fase são denominados: E1, E2, E4, E5, E6 e E7. As proteínas E são 

expressas logo após a infecção quando ocorre a indução e síntese de DNA. Os genes 
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expressos na fase Late (L - de expressão tardia) são genes estruturais, denominados L1 e L2. 

Essas proteínas estruturais do HPV têm como função codificar proteínas do capsídeo viral 

sendo, por isso, expressas em estágios posteriores (Burd, 2003; Fehrmann & Laimins, 2003; 

zur Hausen, 1996). 

 

Figura 5 – Organização viral do genoma do HPV 16. A figura mostra os genes de expressão Early e Late e a 

região regulatória (LCR). 

 
Fonte: Graham, 2017. 

 

Além destes dois grupos de genes, o DNA do HPV contém uma região não 

traduzida: a LCR (Long Control Region), a qual regula a transcrição e replicação viral. A 

LCR está situada entre os genes L1 e E6 (Figura 5), e contém diversos sítios de ligação para 

fatores transcricionais celular e viral, assim como regiões promotoras e uma região de 

replicação do DNA viral, além de uma sequência de origem de replicação (Burd, 2003; Burk 

et al., 2013; Chen et al., 2011; Kisseljov, 2000; Schwarts, 2013; Silva, 2003; Smith et al., 

2011; zur Hausen 1996; zur Hausen 2002). A região LCR é uma região em que variações 

podem influenciar a progressão do câncer cervical e resultar na perda da capacidade de 

ligação dos fatores transcricionais E2, YY1, NF-1, AP1. 
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2.5 Ciclo de infecção viral 

 

Não se sabe exatamente o mecanismo pelo qual o HPV entra na célula nem os 

receptores envolvidos neste processo, entretanto, a hipótese mais aceita atualmente é que a 

proteína L1 do HPV interage com os receptores Heparon sulfato (HSPGs) e outros 

componentes de membrana das células basais das mucosas anogenitais, tais como a laminina 

(Doorbar et al., 2012; Johnson et al., 2009; Sapp e Day, 2009). Estas moléculas atuam como 

receptores primários deste vírus e podem ser encontradas na superfície celular dos 

queratinócitos. Após a ligação do vírus a essas moléculas, alterações conformacionais 

ocorrem que resultam na exposição da região amino terminal da proteína L2. A exposição 

dessa região permite a ação da furina convertase, que cliva uma região de L2, o que resulta 

em uma segunda alteração conformacional. Esta alteração conformacional vai expor o sítio de 

ligação para um segundo co-receptor, que se acredita ser o alfa6 integrina. O genoma viral vai 

entrar nos queratinócitos por meio de endocitose. Após a entrada do vírus na célula 

hospedeira, as vesículas de endocitose serão acidificadas, o que leva a desencapsidação do 

genoma viral. O genoma dos HPVs migra para o núcleo da célula, assumindo a forma 

epissomal e assim tem início o ciclo de replicação viral, com a expressão dos genes E1, E2, 

E4, E5, E6 e E7 (Combita et al., 2001; Doorbar et al., 2012; Giroglou et al., 2001; Johnson et 

al., 2009; Sapp e Day 2009; Woodman et al., 2007). 

A expressão gênica e o ciclo de infecção dos HPVs acompanham o ciclo de 

diferenciação dos queratinócitos, desde a camada basal até o estrato córneo. Depois que o 

HPV entra na célula hospedeira, as proteínas E1 e E2 regulam a replicação do genoma viral 

em baixos níveis. Durante a divisão celular, há o início do processo de diferenciação celular 

quando algumas células filhas se deslocam para o estrato superior das camadas da mucosa. 

Neste estágio, a transcrição dos genes da fase tardia do ciclo de infecção inicia-se pelo 

genoma viral, devido principalmente a proteína E2 do HPV. A proteína E2 vai regular dois 

promotores no genoma viral, o p97 (localizado na região 3’ da LCR) e o promotor dependente 

de diferenciação p670 (localizado no gene E7). Quando o promotor p670 é ativado, há o 

aumento dos níveis de E2 que, por sua vez, inibe o promotor p97, responsável pela expressão 

dos genes da fase inicial, permitindo a expressão dos genes da fase tardia do ciclo de 

replicação viral, os quais incluem a expressão dos genes E4, L1 e L2. As partículas virais vão, 
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então, ser liberadas com a ajuda da proteína E4, que desmancha a rede de citoqueratina, 

permitindo a liberação do vírus (Bernard, 2013; Doorbar, 2013; McBride, 2013). 

 

2.6 Região LCR e fatores transcricionais 

 

A LCR contém os promotores p97 (HPV 16 e HPV 31), p105 (HPV18) e p99 

(HPV31) além da origem de replicação (ori) e sítios numerosos de ligação para fatores 

transcricionais celular e viral. A LCR é dividida em três segmentos: A região 5’, o segmento 

central e a região 3’. Além de possuir quatro sítios de ligação ACCGNNNNCGGT para o 

fator transcricional viral E2 (Bernard, 2013; O’Connor; 1995). 

Na região 5’ da LCR há um sítio de ligação de terminação AATAAA da síntese dos 

genes L1 e L2, localizados 100pb downstream do término do gene L1. Existem sítios de 

ligação nessa região para alguns fatores transcricionais, tais como o E2, proteína ativadora 1 

(AP1) e fator yin-yang (YY1) (Bernard, 2013). 

Na região 3’ da LCR estão contidos os promotores para a transcrição dos genes de 

fase precoce E6 e E7 e a região TATAAA box, localizados de 21 a 26pb upstream E6, onde a 

RNA polimerase II se liga. Essa região também possui uma segunda TATA box, localizada de 

32 a 37pb upstream E6, que é o sítio de ligação do fator transcricional E2 que reprime a 

transcrição, e o fator transcricional promotor seletivo 1 (selective promoter 1 – SP1), o qual 

ativa a transcrição. SP1 e E2 competem, pois, pelo sítio de ligação, regulando a síntese do 

DNA viral. O YY1 se liga próximo ao promotor p97 e, assim, diminui a expressão dos 

oncogenes E6 e E7. 

A região central da LCR contém os enhancers epitélio específicos e é por esse 

motivo que esse grupo dificilmente infecta outros tipos de célula. Esta região contém diversos 

sítios de ligação para vários fatores de transcrição celular que vão modular a expressão dos 

genes virais, como o AP-1, fator nuclear 1 (NF1), fator de ligação à octameros (Oct-1), YY1 e 

o C/EBP beta (Bernard, 2013) (Figura 6). 
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Figura 6 – Representação esquemática da LCR do HPV 16. 

 
Fonte: O'Connor, 1995. 

 

2.7 Variantes do HPV 

 

Variações genéticas observadas nos HPVs provavelmente não foram resultado de 

recombinação genética, mas sim do acúmulo de alterações nucleotídicas, em um processo 

chamado de fixação de linhagem (variante). Acredita-se, pois, que a acumulação de mutações 

leva a especiação dos HPVs, o que permite classificá-los em tipos, linhagens e sublinhagens 

(Burk et al., 2013; Cornet et al., 2012, 2013; Smith et al., 2011). 

Os HPVs 16, 18, 31, 33 e 58 foram recentemente reclassificados em variantes e 

sublinhagens. Por exemplo, o HPV 16 possui 4 variantes (A, B, C, D) e nove sublinhagens 

(Burk et al., 2013; Cornet et al., 2012; Smith et al., 2011). Entre as variantes da LCR do HPV 

16, as variante B, C e D são consideradas mais oncogênicas do que a variante A (Burk et al 

2013).  

Variantes de HPV que possuem um potencial oncogênico maior que outras variantes 

podem ser advindas de substituições de nucleotídeos (Chagas et al., 2011, 2013; de Freitas et 

al., 2012; Gurgel et al., 2013). Uma mudança de nucleotídeo nos oncogenes E6 e E7, por 

exemplo, pode alterar a ligação com proteínas celulares, interferindo na degradação e 

fosforilação da p53 e pRB, respectivamente (Chagas et al., 2011, 2013; Villa et al., 2000). Por 

sua vez, polimorfismos na região LCR podem alterar a ligação de fatores de transcrição 
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(Cornet et al., 2012; Raiol et al., 2009), por exemplo, alterações nos sítios de ligação para a 

proteína E2, que é primariamente um repressor transcricional, reduzem a repressão do E2 

mediada pela p97 (Romanczuk et al., 1990; Soeda, et al., 2006; Xi et al., 2017), já deleções ou 

mutações nos sítios de ligação da YY1 levam a super expressão de oncogenes virais e 

progressão tumoral (Dong et al., 1994; Pande et al., 2008; Xi et al., 2017).  

O fator NF-1 ativa a expressão dos oncogenes virais (Sichero; Sobrinho; Villa, 

2012). O Oct-1 quando super expresso resulta na diminuição da atividade do enhancer do 

HPV (O’Connor M, 1995). Variações no sítio do fator transcricional C/EBP beta podem 

diminuir a atividade do promotor viral p99 (SEN et al., 2002).  

Em trabalho realizado com amostras de LCR do HPV 16 de mulheres Tailandesas 

(Pietong et al., 2013), sublinhagens das variantes A e D foram comparadas com o protótipo, e 

os resultados mostraram que a LCR em todas as linhagens de HPV estudadas tinham 

atividade transcricional maior do que no protótipo.  
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Declarado pela Organização Mundial de Saúde como um problema de saúde pública, 

o câncer cervical possui alta incidência em mulheres no mundo. A principal causa desse tipo 

de neoplasia é a presença de infecções persistentes por HPV, que quando não tratada, pode 

evoluir em câncer.  

Dos diferentes tipos de HPV, o HPV 16 é o mais prevalente e o mais associado a 

casos de neoplasias cervicais, entretanto apenas apresentar a infecção por HPV 16 não é o 

suficiente para o desenvolvimento do câncer. Estudos mostram que a Região Longa de 

Controle (LCR) do HPV 16 é a região mais variável do genoma do HPV 16 e que essas 

variações podem ter um papel importante na progressão viral e no desenvolvimento de câncer 

cervical, além de resultar na perda de ligação dos fatores transcricionais E2, YY1, NF-1 e 

Oct1, que podem causar a super expressão ou a repressão de oncogenes virais e progressão 

tumoral.  

Este estudo buscou entender se as variantes da região LCR do HPV 16 na população 

de Pernambuco estão relacionadas com o alto número de casos de câncer cervical no estado.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito na atividade de variantes da região promotora (LCR) do HPV 16 

circulantes no estado de Pernambuco. 

  

4.2 Objetivos específicos 

 

 Obter vetores de expressão contendo as variantes da região LCR do HPV16; 

 Analisar a expressão condicionada a região LCR polimórfica da variante de HPV16;  

 Relacionar os resultados das atividades de diferentes LCR obtidos por meio de modelo 

de ensaio de luminescência Nluc com os polimorfismos encontrados nelas. 
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5 METODOLOGIA 

 

5.1 Variações nucleotídicas avaliadas 

 

As amostras utilizadas para o processo de clonagem da LCR do HPV16 foram 

previamente identificadas em um trabalho já publicado intitulado Prevalence of Human 

Papillomavirus Variants and Genetic Diversity in the L1 Gene and Long Control Region of 

HPV 16, HPV 31 and HPV 58 found in the North-East Brazil (Gurgel et al., 2015). 

Neste estudo foram analisadas três variantes da LCR do HPV16; a LCR do isolado 

49 pertence a variante A, a do isolado 64 pertence a variante D e a do isolado 74 pertence a 

variante C como pode ser visto na árvore filogenética (Figura 07). Nas pacientes de onde 

essas variantes foram encontradas, as amostras 49 e 74 vieram de pacientes que possuíam NIC 

I, já a amostra 64 foi encontrada em pacientes com NIC II.  
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Figura 7 – Árvore Filogenética de variantes do HPV 16 com base na região reguladora LCR (Long Control 

Region). 

 
Fonte: Gurgel et al., 2015 

 

A Tabela 1 mostra as variações nucleotídicas presentes na LCR dos três isolados (49, 

64 e 74) selecionados para este trabalho. O isolado 49 apresentou alteração em um dos sítios 

de ligação para YY1. O isolado 64 apresentou três alterações em sítios de ligação para o YY1, 

além de duas alterações em sítios de ligação para NF-1, uma alteração para o fator E2, uma 

para o Oct-1 e uma para o C/EBP beta. O isolado 74 apresentou alterações em três sítios para 

o fator YY1 e dois para o NF-1. Os três isolados apresentaram deleção de A na posição 7862 

da região LCR, indicando uma alteração no sítio E2 de todos os três isolados.  
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Tabela 1 – Variabilidade genética da LCR dos isolados de HPV 16. Os nucleotídeos conservados em relação à 

sequência de referência (K02718.1) estão marcados com pontos. Referência: sequência protótipo do HPV 16. 

LCR HPV16 

 7434 7436 7485 7521 7690 7730 7768 7790 7869 7891 

Referência * C A G C A C C A C 

Isolado 49 C G . . . . . . * . 

Isolado 64 C G C A A T T T * G 

Isolado 74 C G C A . . T T * . 

Fator 

transcricional 

NF-1, 

YY1 
YY1 NF-1 YY1 E2 Oct-1 NF-1 YY1 E2 

C/EBP 

beta 
 

* Inserção de C na posição 7432 da região LCR. 

* Deleção de A na posição 7862 da região LCR. 

Fonte: Gurgel et al., 2015 

 

5.2 Amplificação da região LCR 

 

Inicialmente, três amostras clínicas positivas para HPV16 (isolados 49, 64 e 74), 

contendo polimorfismos na LCR de diferentes variantes (variantes A, D e C) e o genoma do 

HPV, foram usados nas reações de amplificação da região LCR. 

A reação de PCR foi realizada utilizando 5µL do DNA das amostras (50 ng/µL), 

4,5µL de água milli-Q, 1,5µL do primer Forward (10 µM), 1,5 µL do primer Reverse (10 

µM) (Tabela 2) e 12,5µL do Master Mix (Promega). As amostras, juntamente com um 

controle negativo, foram submetidas a 35 ciclos de amplificação (94 °C por 5 minutos, 94 °C 

por 1 minuto, 61,5 °C por 1 minuto, 72 °C por 1minuto e 30 segundos e 72 °C por 7 minutos) 

para a PCR. 

Após a amplificação, foi realizada a eletroforese em gel de Agarose 1%, corado com 

brometo de etídio para análise qualitativa da PCR, observando também se havia presença de 

padrões de banda inespecíficos antes da realização da purificação dos produtos da PCR. 

A purificação dos produtos da PCR foi realizada utilizando o kit Wizard SV Gel and 

PCR Clean-Up system da Promega, seguindo o protocolo com instruções do fabricante.  
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Tabela 2 – Primers usados na amplificação das regiões de LCR variantes do HPV 16. 

  *Verde: Sítio de restrição para enzima Xhol. 

  **Azul: Sítio de restrição para enzima HindIII. 

 

 

5.3 Clonagem dos amplicons 

 

Após a purificação, cada produto de PCR foi ligado ao vetor pGEM-T easy 

(Promega), em uma reação na qual foram utilizados 12,5µL de Ligase Buffer, 3 µL de T4 

Ligase, 3 µL do vetor e 10 µL do inserto. A reação de ligação foi incubada a 8°C por um 

período de 16 horas. 

A transformação bacteriana foi realizada utilizando células competentes de 

Escherichia coli da linhagem DH5α. Adicionou-se 50µL de células competentes a 10µL da 

reação de ligação. Uma vez homogeneizada, a solução foi mantida no gelo por 15 minutos, 

seguido imediatamente de um choque térmico no Thermoblock a 42 °C por 5 minutos. 

Posteriormente, adicionou-se 1mL do meio LB (Luria-Bertani) líquido ao produto da 

transformação e ele foi incubado por 1 hora a 37 °C. Depois de incubar por uma hora, 

realizou-se o spread plate em placas de petri com meio LB Ágar com o antibiótico ampicilina 

(100 µL/mL), que é deixado overnight a 37 °C. 

As colônias que cresceram foram isoladas e repicadas, sendo plaqueadas e incubadas 

overnight. As novas placas que tiverem repiques com melhor crescimento foram selecionadas 

e os repiques foram inoculados em 5mL de LB líquido com ampicilina para crescimento 

overnight a 37 °C. A extração de DNA plasmidial ocorreu seguindo o protocolo de fabricação 

do Promega e foi realizada a partir do inóculo. 

  

Primers Sequência dos oligonucleotídeos (5’-3’) Amplicon 
Temperatura de 

anelamento 

LCR HPV 

16 

F: *CTCGAGAGACCTAGATCAGTTTC 

R: **AAGCTTGCAGTAACTGTTGCTTGC 
970 53,5°C 
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5.4 Reação de digestão do DNA plasmidial 

 

O produto da extração foi digerido em uma reação de volume final de 25,3 µL, 

contendo 20 µL do produto da extração, 1 µL da enzima XhoI (Promega), 1 µL da enzima 

HindIII (Promega), 0,3 µL de BSA e 3 µL do tampão B que permite a dupla digestão das duas 

enzimas de acordo com instruções do fabricante. Por último, a reação de digestão foi incubada 

a 37 °C por um período de 4 horas. 

Para a confirmação da clonagem da região LCR variante no vetor pGEM-T easy, o 

produto da digestão foi submetido a eletroforese em gel de Agarose a 1% para a observação 

do padrão de bandas.  

 

5.5 Subclonagem da região LCR (Variantes) 

 

Para a subclonagem, o produto da digestão foi purificado diretamente do gel a partir 

da excisão da banda específica, referente a região LCR variantes, utilizando-se o Kit Promega 

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up system, de acordo com as instruções do fabricante. Em 

seguida, as amostras purificadas foram submetidas a uma reação de ligação no vetor pNL1.1 

(Promega) (Figura 8), utilizando 10 µL do inserto, 1 µL do vetor, 1 µL de T4 Ligase e 12,5 

µL de Buffer 2x, de forma que o gene repórter (Nluc luciferase) presente no vetor se torne 

dirigido pela sequência promotora LCR do HPV16. A reação de ligação foi deixada overnight 

a uma temperatura de 8°C. O produto da reação de ligação foi utilizado na transformação 

bacteriana, e em seguida foram realizadas as etapas de extração e digestão seguindo os 

mesmos protocolos do processo de clonagem anteriormente descrito. 
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Figura 8 – Mapa do vetor pNL1.1 

 
Fonte: http://embed.widencdn.net/img/promega/gdioqievnp/640px/10321MA.jpeg?u=7fvzhm (2020) 

 

O gene E2 do HPV 16 sintético, regulador transcricional, foi digerido por meio de 

digestão dupla para separação do vetor pUC57 utilizando as enzimas XhoI e XbaI. O inserto 

liberado foi então subclonado no vetor pCI-neo (Figura 9). 

 

Figura 9 – Mapa do Vetor pCI-neo 

 
Fonte: https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/0/pci-neo-mammalian-

expression-vector-protocol.pdf?la=en (2020) 

  

http://embed.widencdn.net/img/promega/gdioqievnp/640px/10321MA.jpeg?u=7fvzhm
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/0/pci-neo-mammalian-expression-vector-protocol.pdf?la=en
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/0/pci-neo-mammalian-expression-vector-protocol.pdf?la=en
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5.6 Transformação bacteriana 

 

Construções contendo as sequências variantes de LCR do HPV16 e do protótipo 

foram transformadas utilizando células competentes de Escherichia coli da linhagem DH5α. 

Após 16 horas de crescimento a 37 ºC em meio LB acrescido de ampicilina (100 μg /ml) as 

colônias foram selecionadas, isoladas e repicadas. O repique foi incubado overnight a 37°C. 

Os clones recombinantes foram selecionados e inoculados em meio líquido LB contendo 

ampicilina por 16 horas. O DNA plasmidial foi extraído usando o kit Wizard Plus SV 

Minipreps DNA Purification System (Promega), de acordo com instruções do fabricante.  

 

5.7 Sequenciamento do DNA e análise das sequências obtidas 

 

Após observar a separação do vetor e do inserto em gel de Agarose, o DNA 

plasmidial dos clones recombinantes foi submetido ao sequenciamento automático através do 

método dideoxi-terminal fluorescente, por meio do kit BigDye
TM

 Terminator Cycle 

Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied Biosystems®) da ABI PRISM por meio da 

Plataforma Tecnológica de Sequenciamento do Laboratório de Genômica e Expressão Gênica, 

LABCEN/CB/UFPE, onde o sequenciador automático de DNA ABI Prism 3100 (Applied 

Biosystems®) foi utilizado seguindo os padrões estabelecidos nesta unidade. A fim de 

confirmar os clones recombinantes, iniciadores específicos foram utilizados, que anelam na 

sequência do vetor e no inserto. Cada um dos clones obtidos foi sequenciado três vezes em 

cada sentido (direto e reverso). 

Para retirar a sequência do vetor, formar contigs e analisar a qualidade do 

cromatograma, as sequências obtidas foram submetidas ao pacote de programas Staden, com 

os programas Prepgap4 e Gap4 (Staden et al, 1996). A identidade das sequências foi 

determinada usando o programa BLAST, disponível online. Foi realizado o alinhamento com 

as sequencias de referência depositadas no site do NCBI. 

 

5.8 Cultivo e transfecção de células eucarióticas 

 

Foram cultivadas células eucarióticas HeLa (Queratinócitos derivados de 

adenocarcinoma de colo uterino) em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
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(DMEMInvitrogen®) acrescido de 10% de soro bovino fetal (Gibco®); 1% L-glutamina 

(Sigma®) – DMEM completo. Depois as células foram mantidas em estufa úmida a 37
o
C e 

com 5% de CO2.  

Quando as garrafas de cultura celular apresentaram uma confluência de 40-80%, as 

células foram contadas utilizando Hemocitômetro. Para isso, primeiramente as células foram 

suspendidas utilizando 0,05% Tripsina/EDTA em HBSS sem a presença de Ca2+/Mg2+, 

depois foi acrescentado um 4mL de meio DMEM. As células foram então centrifugadas, e 

após serem ressuspendidas em 2mL de meio DMEM, foi retirado 10 µL de células e a esse 

volume foram acrescentados 40 µL de Azul de Tripan. 10 µL da solução corada foram 

adicionados a cada espaço da câmara, onde foram contadas as células viáveis (que não 

estavam manchadas de azul) em cada um dos 16 quadrados de cada um dos 4 quadrantes 

(Figura 10). O número total de células viáveis foi calculado utilizando a fórmula: número de 

células viáveis contadas x diluição x 10000.  

 

Figura 10 – Representação esquemática da contagem de células utilizando um hemocitómetro e o azul de 

Tripan. A mostra a aplicação do Azul de Tripan. B mostra a esquemática do hemocitómetro. C apresenta a 

representação esquemática dos quadrantes que devem ser contados, e D mostra a forma apropriada de contar 

cada um dos 16 quadrados nos quadrantes. 

 
Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/cell-quantification.html (2020) 

https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/cell-quantification.html
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Em seguida, foram distribuídas 4 x 10
5
 células em cada um dos poços de uma placa 

de seis poços, acrescidas de meio DMEM, onde cresceram por 24 horas em estufa úmida a 

37
o
C e com 5% de CO2.  

Todos os grupos de célula foram transfectados utilizando Lipofectamine 3000 da 

Invitrogen de acordo com instruções do fabricante e em seguida cotransfectados (Figura 11) 

com 30ng de um plasmídeo expressando a Renilla luciferase como normalizador da 

luminescência, juntamente com 100ng das regiões LCR polimórficas. Além disso, foi 

adicionado plasmídeo contendo 25ng do regulador transcricional E2 do HPV 16, valor 

encontrado em estudo realizado por Silva et al. (2020), onde foi feito um estudo sobre o efeito 

de diferentes concentrações de E2 no fator transcricional do HPV na ativação do promotor, e 

a concentração de 25ng foi escolhida como a que melhor ativava o promotor e aumentava a 

expressão do gene repórter Nluc.   

As células foram encubadas a 37°C em estufa com 5% de CO2 por 48 horas. Em 

seguida, os extratos celulares foram lizados utilizando ReporterLysis Buffer (Promega) de 

acordo com as instruções do fabricante para que a quantificação de proteínas e o ensaio de 

luminescência fossem realizados.  

 

Figura 11 – Representação esquemática da etapa de co-transfecção. Todos os poços foram co-transfectados com 

os isolados (regiões LCR polimórficas) separadamente, assim como com o plasmídio expressando Renilla na 

concentração de 30 ng e o regulador transcricional E2 na concentração de 25 ng.  

 
Fonte: Autor (2020) 

 

5.9 Avaliação da expressão gênica dirigida pela LCR 

 

O ensaio de luminescência foi realizado com o material do extrato celular usando o 

kit Nanoluc (Promega). As leituras foram realizadas no GloMax® 96 Microplate 

Luminometer w/ Dual Injectors (Promega). A fim de garantir eficiências comparáveis de 
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transfecção, os resultados foram normalizados com a Renilla Firefly, e foi realizada a 

quantificação de proteínas.  

 

5.10 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada utilizando a análise de variância unidirecional 

(ANOVA) seguida do pós-teste de correção de Bonferroni utilizando o software GraphPad 

Prism. O valor de p<0,05 é considerado significativo.  
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Amplificação da região LCR do HPV16 

 

A sequência variante da região LCR do HPV16 foi amplificada a partir de três 

amostras clínicas positivas para o HPV16 (Isolado 49, 74 e 64). O gel da Figura 12 mostra um 

amplicon de 970pb, contudo a LCR do HPV16 possui 782pb. O tamanho do amplicon de 

970pb é devido aos primers desenhados os quais se anelaram em regiões nos genes L1 e E6 

fazendo com que o tamanho do amplicon final fosse aumentado.  

 

Figura 12 – Gel representativo demonstrando a amplificação da região LCR variante com o uso de primers 

específicos LCR do HPV 16. M: Marcador 1 kb; C: Controle negativo; 1: Fragmento amplificado. 

 
Fonte: Acervo pessoal (2018) 

 

6.2 Clonagem, subclonagem e sequenciamento das sequências variantes da região LCR 

do HPV16 

 

Após a etapa de subclonagem, foi realizada a mini extração de DNA plasmidial 

(Figura 13) e confirmação dos clones através de digestão enzimática (Figura 14) com as 

enzimas de restrição descritas na metodologia.  

Os clones recombinantes obtidos foram submetidos a reações de sequenciamento 

para confirmação da integridade das sequências variantes da LCR do HPV 16 através da 

comparação dessas sequências com as sequências de referência depositadas no GenBank 

(HPV 16: K02718.1).  
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Figura 13 – Gel de extração da região LCR do HPV 16 das amostras 49, 64 e 74 clonadas no vetor pNL1.1. 

 
Fonte: Acervo Pessoal (2020) 

 

Figura 14 – Gel de confirmação da clonagem das variantes 49, 64 e 74 da LCR do HPV 16 por digestão no 

pNL1.1. M: Marcador 1 kb; 1: Digestão enzimática. 

Fonte: Acervo pessoal (2020) 

 

  

3.100 pb pNL1.1 

970 pb 
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6.3 Ensaios de Luciferase 

 

No gráfico (Figura 15) estão os resultados dos ensaios de Luminescência, onde pode-

se observar que o efeito da expressão do gene repórter Nluc mediado pela LCR na variante 74 

do HPV 16 foi maior do que nas variantes dos isolados 49 e 64. Dentre os três isolados, o 64 

foi a que teve menor expressão do gene repórter Nluc. O p valor foi de 0,53 e, por ser maior 

que 0.05, não foi considerado significativo.  

 

Figura 15 – Demonstra que a variante do isolado 74 da LCR do HPV 16 tem maior capacidade de alterar os 

níveis de expressão do gene repórter Nluc, quando comparada as variantes dos isolados 49 e 64 de LCR do HPV 

16. O isolado 64 da LCR do HPV 16 tem menor capacidade de alterar os níveis de expressão do gene Nluc, em 

comparação com os isolados das outras variantes.  
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7 DISCUSSÃO 

 

A infecção persistente por HPV é um dos pré-requisitos para o desenvolvimento do 

câncer cervical (zur Hausen, 2002). Cerca de 99,7% dos tumores de colo de útero estão 

associados com o HPV (Muñoz et al., 2006). Entre os diversos tipos de HPV, o HPV 16 é o 

mais encontrado tanto em países desenvolvidos, quanto em países subdesenvolvidos.  

Estudos têm mostrado que as variantes dos HPVs 16, 31 e 58 podem afetar a 

oncogenicidade, persistência e progressão da infecção viral (Berumen et al., 2001; Burk et al., 

2003; Ho et al., 2005; Schiffman et al., 2010; Xi et al., 2007; Yamada et al., 1997). O estudo 

molecular de variantes de HPV circulantes em uma região geográfica se torna, então, uma 

importante ferramenta epidemiológica quando se tem em vista o risco de persistência da 

infecção viral e a susceptibilidade para o desenvolvimento de lesões cervicais (Sichero et al., 

2007; Villa et al., 2000).  

Variações na LCR aumentam o risco de infecções persistentes por HPVs de tipos 16, 

18, 33 (Gagnon et al., 2004) e 58 (Raiol et al., 2011), resultando na perda de capacidade de 

ligação dos fatores transcricionais E2, YY1, NF-1 e AP1. Por essa razão, a realização de 

estudos de avaliação funcional de variantes da LCR se torna necessária para que seja possível 

estudar o potencial real das variantes da região promotora LCR do HPV.  

O presente estudo foi realizado em pacientes do Nordeste do Brasil, especialmente da 

região de Pernambuco. As variantes da região LCR do HPV 16 utilizadas foram identificadas 

pelo nosso grupo de pesquisa em um trabalho já publicado (Gurgel et al., 2015). 

Existem quatro linhagens de variantes para o HPV 16 (A, B, C e D) (Burk et al., 

2013). As variantes B, C e D são consideradas mais oncogênicas do que a variante A (Burk et 

al., 2013).  Neste estudo foram usadas três variantes da LCR do HPV 16; a LCR do isolado 49 

pertence a variante A, a do isolado 64 pertence a variante D e a do isolado 74 pertence a 

variante C. Infelizmente, devido a problemas metodológicos, não foi possível subclonar o 

protótipo do HPV 16 no pNL1.1, o que impossibilitou a comparação das variantes utilizadas 

neste estudo com o gene de referência. Por isso, neste estudo, o nível de expressão do gene 

repórter foram comparados entre as três variantes do estudo, e não com o geme de referência. 

Em relação ao nível de expressão do gene repórter Nluc obtido por meio de modelo 

de ensaio de luminescência dos polimorfismos da região LCR do HPV 16 neste estudo, ficou 
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evidente que a variante do isolado 64 foi quem mais reprimiu a atividade do gene repórter, e o 

isolado 74 foi o quem menos reprimiu a atividade do repórter. 

É importante relacionar os resultados dos estudos funcionais de variantes com os 

polimorfismos encontrados nos isolados, pois eles podem alterar a ligação com os fatores 

transcricionais e assim interferir na progressão do câncer cervical. As variações encontradas 

na LCR das amostras presentes neste estudo estão localizadas em sítios de ligação para fatores 

transcricionais (YY1, NF-1, E2, Oct-1, C/EBP beta). O fator NF-1 ativa a expressão dos 

oncogenes virais (Sichero; Sobrinho; Villa, 2012). O fator YY1 têm um papel importante na 

redução da regulação da expressão gênica de vários vírus, inclusive do HPV. Ele se liga 

próximo ao promotor p97, e diminui a expressão dos oncogenes E6 e E7 (Bernard, et al., 

2013).  Mudanças na região de ligação do YY1 podem aumentar os níveis de expressão 

gênica do HPV, contribuindo para a carcinogenese (Dong, et al., 1999). 

O fator transcricional E2 quando em baixas concentrações é um ativador, mas 

quando em altas concentrações ele se torna um repressor (Bouvard et al., 1994; Hang et al., 

2014; Schweiger et al., 2007; Thierry e Yaniv, 1987). O Oct-1, quando super expresso, vai 

resultar na diminuição da atividade do enhancer do HPV, entretanto em níveis fisiológicos ele 

geralmente ativa o enhancer (O’Connor M, 1995). Variações no sítio do fator transcricional 

C/EBP beta podem diminuir a atividade do promotor viral p97 (SEN et al., 2002).  O isolado 

49 apresenta alteração em um dos sítios de ligação para YY1. O isolado 64 apresenta três 

alterações em sítios de ligação para o YY1, além de duas alterações em sítios de ligação para 

NF-1, uma alteração para o fator E2, uma para o Oct-1 e uma para o C/EBP beta. O isolado 

74 apresentou alterações em três sítios para o fator YY1 e dois para o NF-1. Os três isolados 

apresentaram deleção de A na posição 7862 da região LCR.  

Os resultados deste estudo mostraram o efeito dos polimorfismos na região LCR do 

HPV 16, onde o nível de expressão do gene repórter Nluc foi comparado entre as três 

variantes estudadas, e mostrou que a variante do isolado 64, que apresentou o maior número 

de alterações nos sítios de ligação a fatores de transcrição, teve a menor expressão do gene 

Nluc. Já a variante do isolado 74 apresentou a maior expressão do gene repórter, com 

alterações em três sítios para o fator YY1, duas para o NF-1, e uma deleção no fator 

transcricional E2. A variante do isolado 49 apresentou expressão intermediaria do gene 

repórter, e ela é a que possui menos alterações nos sítios de ligação para fatores 

transcricionais, em comparação com as outras duas variantes. Esses resultados podem ter 
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ocorrido porque as alterações nos sítios de fatores de transcrição podem resultar no aumento 

ou diminuição da atividade do promotor p97, e consequentes mudanças na expressão dos 

oncogenes virais E6 e E7, o que vai impactar o grau de carcinogênese das variantes.  

Em trabalho realizado por Pientong et al., 2013 utilizando como amostras a LCR do 

HPV 16 de mulheres Tailandesas, foram comparadas variantes Asiáticas com sub linhagens 

Europeias e Asiático-Americanas. Os resultados mostraram que a LCR em todas as linhagens 

de HPV16 tinha atividade transcricional maior do que no protótipo.  

Um estudo realizado por Ferenczi et al., 2013 na Hungria sugere que existem 

diferenças na atividade transcricional entre variantes de LCR do HPV31 de diferentes 

linhagens. Nesse estudo, as variantes de LCR da linhagem A do HPV 31 reprimiram a 

atividade transcricional do gene repórter, enquanto que variantes da LCR das linhagens B e C 

tiveram atividades transcricionais maiores do gene repórter do que no protótipo.  

Outro trabalho realizado com variantes de LCR do HPV 31 foi o de Silva et al., 2020 

realizado no estado de Pernambuco, onde as variantes da linhagem  C tiveram um nível de 

expressão significativamente maior do que da variante A, e todas as variantes aumentaram o 

nível de expressão do gene repórter mais do que o protótipo.  

Esses achados corroboram com a ideia que algumas das mudanças nucleotídicas 

encontradas nesses isolados podem alterar o sítio de ligação ou a atividade dos fatores de 

transcrição, impactando na oncogenicidade dessas variantes.   
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8 CONCLUSÃO 

 

 O estudo amplia os conhecimentos sobre as variantes da região Longa de 

Controle (LCR) do Papilomavirus Humano tipo 16 com base nos polimorfismos circulantes 

encontrados no estado de Pernambuco. Neste estudo, foi observado que o isolado 74 apresenta 

a maior expressão do gene repórter Nluc, enquanto o isolado 64 foi o que mais reprimiu a 

atividade do gene repórter Nluc, comparado com as outras variantes estudadas. 

 A variante que apresentava o maior número de polimorfismos em sítios de 

ligação para fatores transcricionais foi a que mais reprimiu a expressão do gene repórter, o 

que sugere que as alterações na LCR irão afetar a expressão do promotor LCR afetando a 

atividade transcricional das variantes.  
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