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RESUMO

Infeccbes persistentes por Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco sdo um dos pré-
requisitos para o desénenvolvimento do cancer 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 paises
desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento. O genoma do HPV é composto por trés
regides, a Regido Longa de Controle (LCR), a regido Early, e a regido Late. Variacdes na
regido LCR do HPV podem afetar a oncogenicidade, progressdo e persisténcia da infeccéo
viral, inclusive causando alteracdes nos sitios de ligacdo aos fatores transcricionais E2, YY1,
NF-1 e AP1. Neste estudo, realizou-se uma avaliacdo dos efeitos de variantes presentes na
regido promotora da LCR do HPV 16 circulante no Estado de Pernambuco. Para isso, foram
selecionados trés 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 expressédo pNL1.1
(Nluc), e transfectados em células HeLa. Foi realizado um modelo de ensaio de luminescéncia
das amostras observando como as variantes de LCR afetam a expressdo do gene reporter
Nluc. Dentre os isolados estudados, o 64 (variante D), que apresenta 0 maior nimero de
alteracOes em sitios de ligacdo para fatores de transcricdo, foi 0 que mais reprimiu a expressao
do gene repdrter Nluc. O isolado 49 (variante A), que apresenta 0 menor numero de
alteracOes, possuiu a segunda menor expressao do gene repérter. Ja o isolado 74 (variante C)
foi quem menos reprimiu a atividade do gene repérter Nluc. A analise estatistica ndo mostrou
diferencas significativa entre as regides LCR polimorficas, com valor de p=0,53. Assim, um
perfil mais refinado das variantes de LCR do HPV 16 e sua importancia para o prognéstico de

lesOes cervicais comega a ser tragado.

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 APL. 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 HelLa 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.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos mais incidentes de cancer estimados para

2020 por sexo, exceto pele NA0 MEIANOMAL .......c.cocveiieie e 17
Figura 2 — Progressdo do Cancer Cervical pelo Papilomavirus Humano (HPV). ..........c........ 18
Figura 3 — Arvore Filogenética da familia Papilomaviridae...........cccocceevveerecrciierecrereieennn. 20

Figura 4 — Arvore filogenética mostrando as espécies dos Alpha-PVs, baseadas no
sequenciamento dO GENELL. .....ccvoiie et 21

Figura 5 — Organizacdo viral do genoma do HPV 16. A figura mostra os genes de expressao

Early e Late e a regido regulatoria (LCR). .....ooeieiieiiiiiseeeee e 23
Figura 6 — Representacdo esquematica da LCR do HPV 16. .........ccccoviieiieie i 26
Figura 7 — Arvore Filogenética de variantes do HPV 16 com base na regiéo reguladora LCR

(LONG CONIOl REGION). ...ttt b e bbb ene s 31
Figura 8 — Mapa do VETOr PNLL.L ..ot 35
Figura 9 — Mapa do VEtOr PCI-NEO ......cciuviieiicie ettt ettt sra e 35

Figura 10 — Representacao esquematica da contagem de células utilizando um hemocitémetro
e 0 azul de Tripan. A mostra a aplicacdo do Azul de Tripan. B mostra a esquematica do
hemocitometro. C apresenta a representacao esquematica dos quadrantes que devem ser
contados, e D mostra a forma apropriada de contar cada um dos 16 quadrados nos

(o (U101 =T (1 OSSPSR 37
Figura 11 — Representacdo esquematica da etapa de co-transfeccao. Todos 0s pocos foram co-
transfectados com os isolados (regifes LCR polimorficas) separadamente, assim como com 0
plasmidio expressando Renilla na concentracdo de 30 ng e o regulador transcricional E2 na
concentracdo de 25 ng. Os trés primeiros pogos foram usados como controle, e neles foi co-
transfectado o vetor pNL1.1 vazio,aRenillae 0 E2..........ccooviiiiiiiiic e, 38
Figura 12 — Gel representativo demonstrando a amplificacdo da regido LCR variante com o
uso de primers especificos LCR do HPV 16. M: Marcador 1 kb; C: Controle negativo; 1:
Fragmento amplifiCad0. ..........cvoiiiiiiiie e 40
Figura 13 — Gel de extracdo da regido LCR do HPV 16 das amostras 49, 64 e 74 clonadas no
170 o] N | U PR PSR 41
Figura 14 — Gel de confirmacéo da clonagem das variantes 49, 64 e 74 da LCR do HPV 16
por digestdo no pNL1.1. M: Marcador 1 kb; 1: Digestdo enzimatica. .........ccccoeerervresvnnnnnns 41


file:///C:/Users/thahc/OneDrive/Desktop/Nova%20qualificacao_Thais-Gatti_31.12.20.docx%23_Toc60322245
file:///C:/Users/thahc/OneDrive/Desktop/Nova%20qualificacao_Thais-Gatti_31.12.20.docx%23_Toc60322245

Figura 15 — Demonstra que a variante 74 da LCR do HPV 16 tem maior capacidade de alterar
0s niveis de expressdo do gene reporter Nluc, quando comparada as variantes 49 e 64 de LCR
do HPV 16. A variante 64 da LCR do HPV 16 tem menor capacidade de alterar os niveis de
expressao do gene Nluc, em comparagdo com as outras variantes. Comparando com o vetor

pPNL1.1 vazio, a expressdo do gene Nluc nas trés variantes foi menor do que a do vetor. ...... 42



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Variabilidade genética da LCR dos isolados de HPV 16. Os nucleotideos
conservados em relacdo a sequéncia de referéncia (K02718.1) estdo marcados com pontos.
Referéncia: sequéncia protatipo do HPV 16. ........cccoiiiiiiiiiiiiiciee e 32
Tabela 2 — Primers usados na amplificacdo das regides de LCR variantes do HPV 16........... 33



LISTA DE ABREVIACOES

pL microlitros

16E5 Proteina E5 do HPV 16

AA Asiatico-Americano

Af-1 Africano 1

Af-2 Africano-2

AP1 Proteina Ativadora 1

As Asidtico

ASC-H Células escamosas atipicas de lesdo epitelial escamosa de alto grau
ASC-US Células escamosas atipicas de significado indeterminado
BPV Bovine papillomavirus

BSA Albumina de Soro Bovino

C/EBP Proteina de ligacdo a sequéncia CCAAT

CB Centro de Biociéncias

COPV Canine Oral Papillomavirus

CRPV Cottontail Rabbit Papillomavirus

DNA Acido Desoxirribonucleico

kb quilobases

E Early

E Europeu

EGFR Fator de crescimento epitelial

HLA Antigeno leucocitario humano



HPV

HR HPV

HSIL

HSPGs

hTERT

IL10

L

LABCEN

LB

LCR

LR-HPV

LSIL

MDM2

MHC

mL

MMP9

NF-1

NIC

NIC I

NIC 11

NIC 111

Oct-1

Papilomavirus humano

HPV de alto risco

Lesdo epitelial escamosa de alto grau
Receptores heparon sulfato
Telomerase reversa humana
Interleucinas

Late

Laboratério Central

Meio Luria-Bertani

Regido Longa de Controle

HPV de baixo risco

Lesdo Epitelial Escamosa de Baixo Grau
Murine Double Minute 2

Complexo principal de histocompatibilidade
Mililitros

Matriz Metaloproteinase 9

Fator nuclear 1

Neoplasia intraepitelial cervical
Neoplasia intraepitelial cervical grau 1
Neoplasia intraepitelial cervical grau2
Neoplasia intraepitelial cervical grau3

Fator de ligacéo a octameros



OMS
ORF
Ori
Pb
PCR
pRB
PV
RNA
SIL
SP1
TNF
UFPE

YY1

Organizagdo mundial de satde

Open Reading Frame

Origem de replicacéo

Pares de bases

Reacdo em cadeia de polimerase
Proteinas do retinoblastoma
Papilomavirus

Acido ribonucleico

Lesdes intraepiteliais escamosas
Fator transcricional promotor seletivo 1
Fator de necrose tumoral
Universidade Federal de Pernambuco

Fator yin-yang



SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt 15
2 REVISAO DE LITERATURA .....ooiiiteiete ettt 17
2.1 CANCER CERVICAL E INFECGAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO........cccvivieeiiieeiiieeesnneesnnnens 17
2.2 CLASSIFICAGAO DOS PAPILOMAVIRUS ......oiviiiiciieitiesteeiesee e eaestaesseasessaessaensessaessaensesneeses 19
2.3 DISTRIBUIGAO DO HPV ...ttt st 22
2.4 ORGANIZAGCAO DO GENOMA VIRAL ....uvvieiuiieesiieeestiaeastteeassaessssseesnsesssseessnsesssnsesssssessssssssnsnes 22
2.5 CICLO DE INFECGAO VIRAL ...uvveiitiee ittt e aieeesitaeestaaasssaeassaaeanseaeanteaesnsaessnseeesnseeesnsesssnsessssnes 24
2.6 REGIAO LCR E FATORES TRANSCRICIONAIS ....ocuviitieieeieiieesteeeesteesseasesseesseennesseesseensesseeses 25
2.7 VARIANTES DO HPV ...ttt sttt e e e e 26
BIUSTIFICATIVA ..ottt 28
B OBIETIVOS ...t bbb 29
4.1 OBIETIVO GERAL ..e.uveitteteeuteiteesteaseesteestaeseesteeaseassesseestaassessaesseassesseessaesseassesseensesssesseenseeneenns 29
4.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS. ....uviteiiteeeiuteeesteeassteeassseeasseeeaseseanseseanseeesnseeessseeesssesesssesesssessssseesnses 29
EMETODOLOGIA ...ttt 30
5.1 VARIAGOES NUCLEOTIDICAS AVALIADAS .....cccuvviteeeitiieeeesieeeesssssseeessssesasssssssesssnssssesssnsssees 30
5.2 AMPLIFICACAO DA REGIAO LCR ...ttt 32
5.3 CLONAGEM DOS AMPLICONS......utteittttesitteasiteessssesasssesasesssnsssssssssssssesssssessssesssssessssseessssessnsns 33
5.4 REACAO DE DIGESTAO DO DINA PLASMIDIAL 11vvviiiieeiiiiiitiieiiee e e s s sesitibareesse e e s s ssissrseesesesssenns 34
5.5 SUBCLONAGEM DA REGIAO LCR (VARIANTES) ...c.vitiiiiiiieieie ettt 34
5.6 TRANSFORMAGAO BACTERIANA .....ocitiieiiieeeteeestteeastteeaateeesstesesseeesseeesnseeesseeesnseeesneeessnnes 36
5.7 SEQUENCIAMENTO DO DNA E ANALISE DAS SEQUENCIAS OBTIDAS ......coooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 36
5.8 CULTIVO E TRANSFECCAQ DE CELULAS EUCARIOTICAS .oviieiiiiiiriieiiee e seitibeeee e e e sasvnnes 36
5.9 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DIRIGIDAPELA LCR ...ccvviiiie e 38
5.10 ANALISE ESTATISTICA ..uutiiiitieeeittee ittt e siteeesteeesssaeasssaeaaseeeasseaesseeeanseeesnseeesnteeesnseeeaseeessnnens 39
6 RESULTADOS PARCIAIS.......ooiieieiecieevesie ettt 40
6.1 AMPLIFICACAO DA REGIAO LCR DO HPV16 .....coviiiiee e 40

6.2 CLONAGEM, SUBCLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DAS SEQUENCIAS VARIANTES DA REGIAO
LCR DO HPWVLOG ...ttt e ettt e e e e e et e e e eeseeeeeeeea s st e seeeeeseenssansaeaeeneenes 40



5.3 ENSAIOS DE LLUCIFERASE ... ceeeeeeeeee ettt e e e e e e et e e e e e e e e et e e e eeeeeeeeeeeee st aeeeeeeeeeeennnnnnns 42
T DISCUSSAOD ..ottt ettt et et et et et e e e e e et e et e et et et et et et ae e et ettt et et et et et ee et et ettt et et e eeeneneens 43
B CONGCLUSAD ..ottt e e et et et e e et e e et et et et et e eee e e e e e et et et et et et eeeeeeeaeee e et et ereeseeeneneens 46

REFERENCIAS ...ttt 47



15

1 INTRODUCAO

O quarto tipo de neoplasia mais frequente em mulheres do mundo todo é o cancer
cervical. O INCA estimou para o triénio de 2020-2022 no Brasil o surgimento de 16.590
novos casos deste tipo de neoplasia. Dentre as regifes do Brasil, 0 Nordeste estd em terceiro
lugar em termos de incidéncia de casos de cancer cervical, e em Recife, 0 numero de casos
novos supera a taxa nacional, com uma taxa bruta de 22,13 novos casos por100 mil habitantes
(INCA, 2020).

Um dos pre-requisitos para o desenvolvimento do cancer cervical e de lesdes pré-
cancerosas é o Papilomavirus humano (HPV) (zur Hausen, 2002). O HPV € um virus de DNA
de fita dupla pertencente a familia Papilomaviridae (Bernard et al., 2010; Burk et al., 2013; de
Villiers et al., 2004) que possui afinidade por células mucoides ou cutaneas no tecido epitelial.
A principal forma de transmissdo desse virus é por meio do contato sexual (Souto et al.,
2005). Com um genoma de aproximadamente 8kb, o HPV é composto por trés regides: A
regido de expressdo tardia (Late), a regido de expressao precoce (Early) e a regido LCR
(Regido Longa de Controle). E na regido LCR onde as sequéncias regulatorias da transcrigio
viral sdo encontradas e onde ha a origem da replicacdo dos genes Early (E1, E2, E5, E6, E7) e
Late (L1 e L2), que recebem estes nomes de acordo com sua ordem de expressdo ao longo do
ciclo infecioso do virus (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
cancer cervical mundialmente, apesar de apenas uma pequena parcela das lesdes por HPV 16
vir a evoluir em cancer (Hang et al., 2014).

Variantes intratipo de HPV sdo definidas como tendo mais de 98% de identidade de
sequéncia nucleotidica determinada sobre ORFs (Open Reading Frames) E6, E7 e L1 com a
sequéncia de referéncia, também denominada de protétipo (Bernard, 2005). Sequéncias
variantes de um mesmo tipo de HPV podem diferir umas das outras em menos de 2% no gene
L1 e em até 5% na regido ndo 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 oncético (Bernard et al.,

2006; Schiffman et al., 2010). Além disso, a associacdo entre o risco de lesdes 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).

Variagdes da regido LCR do HPV podem influenciar a progressao do cancer cervical
e resultar na perda da capacidade de ligacdo entre os fatores transcricionais E2, YY1, NF-1,
AP1. Estudos sugerem que variagdes na LCR conferem um aumento no risco de infecc¢oes
persistentes causadas pelos tipos de HPV 16, 18, 33 (Gagnon et al., 2004) e 58 (Raiol et al.,
2011). Outros estudos tém apontado uma associacdo entre as variantes ndo europeias e um
maior risco de desenvolvimento de lesdes de alto grau de displasia (Sichero et al., 2007).
Entretanto, apesar da importancia do conhecimento da variabilidade genética da regido LCR
em variantes de HPV, existem poucos estudos realizados em amostras brasileiras. Por isso, 0
presente estudo busca avaliar os efeitos de polimorfismos em variantes da regido promotora

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

2.1 Cancer Cervical e infeccéo pelo Papilomavirus humano

O céancer cervical ¢ o quarto tipo de neoplasia mais prevalente em mulheres no
mundo, com 570.000 casos diagnosticados em 2018 de acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), e responsavel pela morte de 311.000 mulheres. Por isso, ele foi classificado
como um grave problema de satde publica. No Brasil, estima-se que a incidéncia de novos
casos de cancer cervical no triénio de 2020-2022 seré de 16.590 (Figura 1), sendo o terceiro
mais incidente na Regido Norte (21,20/100mil pessoas), Regido Nordeste (17,62/100 mil
pessoas) e Regido Centro Oeste (15,92/100 mil pessoas) (INCA, 2020).

Figura 1 — Distribuicio proporcional dos dez tipos mais incidentes de céncer estimados para 2020 por sexo,
exceto pele ndo melanoma.

Prostata 65.840 29.2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29.7%
Calon e reto 20.520 9.1% Calon e refo 20.470 9.2%
Tragueia, branquic e pulmao 17.760 7.9% Colo do dtero 16.590 T.4%
Estémago 13.360 5,9% Traqueia, bronguio & pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 50% Glandula tirecide 11.950 54%
Esdfago 3.690 3.9% Estémago 7.870 3.5%
Bexiga 7.580 34% Owirio 6.630 3,0%
Linfoma néo Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do dtero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 24%
Lewcemias 5.920 2,6% Sisterna nervoso central 5.220 2.3%

*Mimeros arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: INCA (2020)

A infeccdo persistente por certos tipos de HPVs estd associada a progressdo das
lesBes cervicais e ao cancer cervical (Sichero et al, 2007; Woodman et al, 2007; Villa et al,
2000). A evolucdo de lesBes pré-malignas ndo invasivas, denominadas neoplasias
intraepiteliais cervicais — NIC (cervical intraepithelial neoplasia — CIN) ou de lesdes
intraepiteliais escamosas (squamous intraepithelial lesions — SIL), em céncer cervical pode
ser prevenida caso as lesGes sejam diagnosticadas previamente e tratadas. O diagnostico
dessas lesbes pode ser feito por meio de exame citoldgico das células cervicais esfoliativas e
sera confirmado por meio de exame histoldgico. Quando diagnosticado, o cancer cervical €

uma das formas de cancer 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 estagios mais avancados, ele pode
ser controlado com tratamento apropriado e cuidado paliativo (OMS, 2014).

As alteracdes histologicas sdo classificadas de acordo com a morfologia e o grau
progressivo das células epiteliais em: displasia leve (NIC | — neoplasia intraepitelial cervical
grau 1); displasia moderada (NIC Il — neoplasia intraepitelial cervical grau 2) e displasia
severa (NIC IIl — neoplasia intraepitelial cervical grau 3), a qual pode progredir para cancer
invasivo (carcinoma in situ) (Li et al., 2011; Woodman et al., 2007) (Figura 2). De acordo
com a classificagdo citologica, a lesdo epitelial escamosa de baixo grau (LSIL) é
correspondente ao NIC | e a leséo epitelial escamosa de alto grau (HSIL) corresponde aos
NIC Il e NIC 11I. Quando néo é possivel realizar o diagndstico de NICII e NICIII, podem ser
encontradas células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US) e células
escamosas atipicas HSIL (ASC-H).

Figura 2 — Progressdo do Cancer Cervical pelo Papilomavirus Humano (HPV).
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Epithelium Infection Epithelium
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Fonte: Jessica A. Kahn, 2009

A infeccdo por HPV ¢é transmitida sexualmente e, apesar da frequéncia de infecgdes,

muitas vezes 0 organismo consegue combaté-las espontaneamente, o0 que ocasiona alteragdes
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citologicas e histologicas menores e transitorias ou, até mesmo, subclinicas (Bosch et al.,
2002).

Cerca de 99,7% dos tumores de colo de Utero estdo associados com o HPV (Mufioz
et al., 2006). Entretanto, apenas apresentar a infeccdo por HPV de alto risco ndo é considerado
um fato suficiente para imortalizar as células epiteliais do hospedeiro. Sdo necessarias
alteracdes genéticas e epigenéticas para que haja o desenvolvimento da carcinogénese. Tais
fatores podem alterar o ciclo celular, o que pode resultar na célula hospedeira adquirindo

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

2.2 Classificacdo dos Papilomavirus

O Papilomavirus (PVs) é pertencente a familia Papilomaviridae e possui a
capacidade de infectar humanos e outros mamiferos, assim como aves e repteis. Tais
papilomavirus recebem sua denominacdo 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 cdes, BPV (Bovine Papillomavirus) que infectam bovinos e
HPV (Human Papillomavirus), que infecta humanos (Scheurer et al., 2005; Bernard et al.,
2010).

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus estabeleceu a classificacdo do
papilomavirus de acordo com a sequéncia nucleotidica do gene L1, o que tornou possivel o
agrupamento dos PVs em género e espécie (de Villiers et al., 2005; Kalantari et al., 2010).
Porém, a analise de um Unico gene néo ¢ suficiente para classificar as variantes. Por isso, para
nomear uma variante é necessario que seja realizado o estudo do genoma completo. Uma
sequéncia vai ser agrupada em variante quando a sequéncia nucleotidica da regido L1 diferir
de 1 a 10% em relacdo a sequéncia de referéncia, 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 géneros (Figura 3): Alphapapilomavirus,
Betapapilomavirus, Gammapapilomavirus, Mupapilomavirus e Nupapilomavirus (Bernard et
al., 2010; de Villiers et al., 2004).
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Figura 3 — Arvore Filogenética da familia Papilomaviridae.

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

Dentre os mais de 200 tipos de HPV que ja foram identificados (Hampson et al.,
2020) aproximadamente 60 desses sdo predominantemente detectados na mucosa epitelial e
pertencem ao género Alpha Papillomavirus (alpha-PV) (Bernard et al., 2010, Burk et al.,
2013, de Villiers et al., 2004,).

Os Alpha Papilomavirus (Figura 4) sdo divididos de acordo com o potencial para
desenvolvimento de cancer na regido genital em: altamente carcinogénicos HPVs 16, 18, 31,
33, 45, 51 e 52; provavelmente carcinogénico HPV 68; possivelmente carcinogénico HPVs
26, 53, 64, 65, 66, 67, 69, 70, 73 e 82. Outros membros estdo, também, frequentemente
associados a lesfes benignas na regido genital e ndo 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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Figura 4 — Arvore filogenética mostrando as espécies dos Alpha-PVs, baseadas no sequenciamento do genelL1.

Fonte: https://www.hpvcenter.se/human_reference_clones/ (2020)

A maioria dos tipos oncogénicos ou de alto risco associados com cancer cervical
invasivo (Burk et al., 2013, Li et al., 2011, Munoz et al., 2003, Smith et al., 2007) séo
agrupados em uma clade de alpha-HPVs que contém 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 cancer cervical no mundo (Burk et al., 2013, Li et al., 2011, Smith et al.,
2007). Os HPVs dos géneros Gama, Mu e Nu sdo mais associados a papilomas cutaneos e
verrugas sem progressdo maligna. J& os HPVs do género Beta sdo mais frequentemente
relacionados a infecgdes cutaneas (de Villiers et al., 2004) ou com infec¢des de pele (Freitas
etal., 2012).


https://www.hpvcenter.se/human_reference_clones/
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2.3 Distribui¢éo do HPV

A distribuicdo dos genotipos do HPV varia entre areas geograficas (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 Asia (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 lesfes cervicais sao 0s
HPVs 16, 18, 31 e 52. A frequéncia de certos tipos de HPVs, entretanto, pode mudar de
acordo com o grau de lesdo cervical, os tipos dos casos de cancer cervical e a regido
geogréfica onde as pacientes residem. Nos paises em desenvolvimento, 0s genétipos mais
prevalentes sdo os HPVs 16, 18, 58 e 33, enquanto nos paises desenvolvidos ha a prevaléncia
dos gendtipos 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 diferenca na distribuicdo dos HPVs pode ocorrer devido ao processo de
migracdo de pessoas, uma vez que este contribui para uma maior diversidade populacional.
(Barzon et al., 2008; Bosch et al., 1995).

2.4 Organizagao do genoma viral

O Papilomavirus humano (HPV) é um virus de fita dupla de acido
desoxirribonucleico (DNA) que contém cerca de 8.000 pares de bases em formato circular
associado as 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 — ORFsS),
sequéncias que sdo expressas na fase precoce (E) e tardia (L) da diferenciacdo da célula
hospedeira ao longo da infeccdo codificando proteinas ndo estruturais e estruturais,
respectivamente (Grahan, 2010). As proteinas Early (E — de expressdo precoce) séo
responsaveis pela replicacdo viral, transformacdo celular e pelo controle transcricional. Os
genes expressos nesta fase sdo denominados: E1, E2, E4, E5, E6 e E7. As proteinas E sdo

expressas logo apds a infeccdo quando ocorre a indugdo e sintese de DNA. Os genes
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expressos na fase Late (L - de expressdo tardia) sdo genes estruturais, denominados L1 e L2.
Essas proteinas estruturais do HPV tém como funcédo codificar proteinas do capsideo viral
sendo, por isso, expressas em estagios posteriores (Burd, 2003; Fehrmann & Laimins, 2003;
zur Hausen, 1996).

Figura 5 — Organizacdo viral do genoma do HPV 16. A figura mostra os genes de expressao Early e Late e a
regido regulatéria (LCR).
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Fonte: Graham, 2017.

Além destes dois grupos de genes, o DNA do HPV contém uma regido nao
traduzida: a LCR (Long Control Region), a qual regula a transcri¢do e replicagdo viral. A
LCR esta situada entre os genes L1 e E6 (Figura 5), e contém diversos sitios de ligacdo para
fatores transcricionais celular e viral, assim como regibes promotoras e uma regido de
replicacdo do DNA viral, além de uma sequéncia de origem de replicagdo (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 regido LCR é uma regido em que variacoes
podem influenciar a progressdo do céancer cervical e resultar na perda da capacidade de

ligacdo dos fatores transcricionais E2, YY1, NF-1, APL.
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2.5 Ciclo de infeccdo viral

N&o se sabe exatamente o mecanismo pelo qual o HPV entra na célula nem os
receptores envolvidos neste processo, entretanto, a hipotese mais aceita atualmente é que a
proteina 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 primarios deste virus e podem ser encontradas na superficie celular dos
queratindcitos. Apos a ligacdo do virus a essas moléculas, alteracbes conformacionais
ocorrem que resultam na exposi¢do da regido amino terminal da proteina L2. A exposicdo
dessa regido permite a acdo da furina convertase, que cliva uma regido de L2, o que resulta
em uma segunda alteracdo conformacional. Esta alteracdo conformacional vai expor o sitio de
ligacdo para um segundo co-receptor, que se acredita ser o alfa6 integrina. O genoma viral vai
entrar nos queratindcitos por meio de endocitose. Ap6s a entrada do virus na célula
hospedeira, as vesiculas de endocitose serdo acidificadas, o que leva a desencapsidacdo do
genoma viral. O genoma dos HPVs migra para o nucleo da célula, assumindo a forma
epissomal e assim tem inicio o ciclo de replicacdo viral, com a expressdo 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 expressdo génica e o ciclo de infecgdo dos HPVs acompanham o ciclo de
diferenciacdo dos queratindcitos, desde a camada basal até o estrato cdrneo. Depois que 0
HPV entra na célula hospedeira, as proteinas E1 e E2 regulam a replicacdo do genoma viral
em baixos niveis. Durante a divisdo celular, h o inicio do processo de diferenciagdo celular
quando algumas células filhas se deslocam para o estrato superior das camadas da mucosa.
Neste estagio, a transcricdo dos genes da fase tardia do ciclo de infeccdo inicia-se pelo
genoma viral, devido principalmente a proteina E2 do HPV. A proteina E2 vai regular dois
promotores no genoma viral, o p97 (localizado na regido 3’ da LCR) e o promotor dependente
de diferenciacdo p670 (localizado no gene E7). Quando o promotor p670 é ativado, ha o
aumento dos niveis de E2 que, por sua vez, inibe o promotor p97, responsavel pela expressdo
dos genes da fase inicial, permitindo a expressdo dos genes da fase tardia do ciclo de
replicacdo viral, os quais incluem a expressdo dos genes E4, L1 e L2. As particulas virais véo,
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entdo, ser liberadas com a ajuda da proteina E4, que desmancha a rede de citoqueratina,
permitindo a liberacdo do virus (Bernard, 2013; Doorbar, 2013; McBride, 2013).

2.6 Regido LCR e fatores transcricionais

A LCR contém os promotores p97 (HPV 16 e HPV 31), p105 (HPV18) e p99
(HPV31) além da origem de replicacdo (ori) e sitios numerosos de ligacdo para fatores
transcricionais celular e viral. A LCR ¢ dividida em trés segmentos: A regido 5°, o segmento
central e a regido 3’. Além de possuir quatro sitios de ligagdo ACCGNNNNCGGT para o
fator transcricional viral E2 (Bernard, 2013; O’Connor; 1995).

Na regido 5’ da LCR hé um sitio de liga¢do de terminacdo AATAAA da sintese dos
genes L1 e L2, localizados 100pb downstream do término do gene L1. Existem sitios de
ligacdo nessa regido para alguns fatores transcricionais, tais como o E2, proteina ativadora 1
(AP1) e fator yin-yang (YY1) (Bernard, 2013).

Na regido 3’ da LCR estdo contidos os promotores para a transcricdo dos genes de
fase precoce E6 e E7 e a regido TATAAA box, localizados de 21 a 26pb upstream E6, onde a
RNA polimerase Il se liga. Essa regido também possui uma segunda TATA box, localizada de
32 a 37pb upstream E6, que é o sitio de ligacdo do fator transcricional E2 que reprime a
transcricdo, e o fator transcricional promotor seletivo 1 (selective promoter 1 — SP1), o qual
ativa a transcricdo. SP1 e E2 competem, pois, pelo sitio de ligacdo, regulando a sintese do
DNA viral. O YY1 se liga proximo ao promotor p97 e, assim, diminui a expressdo dos
oncogenes E6 e E7.

A regido central da LCR contém os enhancers epitélio especificos e é por esse
motivo que esse grupo dificilmente infecta outros tipos de célula. Esta regido contém diversos
sitios de ligagdo para varios fatores de transcri¢do celular que vdo modular a expressao dos
genes virais, como o AP-1, fator nuclear 1 (NF1), fator de ligacdo a octameros (Oct-1), YY1 e
0 C/EBP beta (Bernard, 2013) (Figura 6).
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Figura 6 — Representacdo esquematica da LCR do HPV 16.
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Fonte: O'Connor, 1995.

2.7 Variantes do HPV

VariagBes genéticas observadas nos HPVs provavelmente ndo foram resultado de
recombinacdo genética, mas sim do acumulo de alteracdes nucleotidicas, em um processo
chamado de fixacdo de linhagem (variante). Acredita-se, pois, que a acumulacdo de mutacdes
leva a especiagdo dos HPVs, o que permite classifica-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 s&o consideradas mais oncogénicas do que a variante A (Burk et al
2013).

Variantes de HPV gue possuem um potencial oncogénico maior que outras variantes
podem ser advindas de substituicdes de nucleotideos (Chagas et al., 2011, 2013; de Freitas et
al., 2012; Gurgel et al., 2013). Uma mudanca de nucleotideo nos oncogenes E6 e E7, por
exemplo, pode alterar a ligagdo com proteinas celulares, interferindo na degradacdo e
fosforilagéo da p53 e pRB, respectivamente (Chagas et al., 2011, 2013; Villa et al., 2000). Por

sua vez, polimorfismos na regido LCR podem alterar a ligacdo de fatores de transcricdo
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(Cornet et al., 2012; Raiol et al., 2009), por exemplo, alteracdes nos sitios de ligagdo para a
proteina E2, que € primariamente um repressor transcricional, reduzem a repressdo do E2
mediada pela p97 (Romanczuk et al., 1990; Soeda, et al., 2006; Xi et al., 2017), j& delecbes ou
mutacBes nos sitios de ligacdo da YY1 levam a super expressdo de oncogenes virais e
progressdo tumoral (Dong et al., 1994; Pande et al., 2008; Xi et al., 2017).

O fator NF-1 ativa a expressdo dos oncogenes virais (Sichero; Sobrinho; Villa,
2012). O Oct-1 quando super expresso resulta na diminuicdo da atividade do enhancer do
HPV (O’Connor M, 1995). Variagdes no sitio 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 protétipo, e
os resultados mostraram que a LCR em todas as linhagens de HPV estudadas tinham

atividade transcricional maior do que no prototipo.



28

3 JUSTIFICATIVA

Declarado pela Organizacdo Mundial de Saude como um problema de saude publica,
0 cancer cervical possui alta incidéncia em mulheres no mundo. A principal causa desse tipo
de neoplasia é a presenca de infeccbes persistentes por HPV, que quando néo tratada, pode
evoluir em cancer.

Dos diferentes tipos de HPV, o HPV 16 é o mais prevalente e 0 mais associado a
casos de neoplasias cervicais, entretanto apenas apresentar a infeccao por HPV 16 ndo é o
suficiente para o desenvolvimento do cancer. Estudos mostram que a Regido Longa de
Controle (LCR) do HPV 16 é a regido mais variavel do genoma do HPV 16 e que essas
variagOes podem ter um papel importante na progressdo viral e no desenvolvimento de cancer
cervical, além de resultar na perda de ligacdo dos fatores transcricionais E2, YY1, NF-1 e
Octl, que podem causar a super expressao ou a repressao de oncogenes virais e progressao
tumoral.

Este estudo buscou entender se as variantes da regido LCR do HPV 16 na populacéo

de Pernambuco estdo relacionadas com o alto niimero de casos de cancer cervical no estado.
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4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

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

circulantes no estado de Pernambuco.

4.2 Objetivos especificos

e Obter vetores de expressao contendo as variantes da regido LCR do HPV16;
e Analisar a expressdo condicionada a regido LCR polimorfica da variante de HPV16;
¢ Relacionar os resultados das atividades de diferentes LCR obtidos por meio de modelo

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

5.1 Variac0Oes nucleotidicas avaliadas

As amostras utilizadas para o processo de clonagem da LCR do HPV16 foram
previamente identificadas em um trabalho ja 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 trés 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 arvore filogenética (Figura 07). Nas pacientes de onde
essas variantes foram encontradas, as amostras 49 e 74 vieram de pacientes que possuiam NIC
I, j& a amostra 64 foi encontrada em pacientes com NIC 1.



31

Figura 7 — Arvore Filogenética de variantes do HPV 16 com base na regido reguladora LCR (Long Control
Region).
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A Tabela 1 mostra as variacdes nucleotidicas presentes na LCR dos trés isolados (49,
64 e 74) selecionados para este trabalho. O isolado 49 apresentou alteracdo em um dos sitios
de ligacédo para YY1. O isolado 64 apresentou trés alteracdes em sitios de ligacdo parao YY1,
além de duas alteracGes em sitios de ligacdo para NF-1, uma alteracdo para o fator E2, uma
para o Oct-1 e uma para o C/EBP beta. O isolado 74 apresentou alteracfes em trés sitios para
o fator YY1 e dois para o0 NF-1. Os trés isolados apresentaram delecdo de A na posicdo 7862

da regido LCR, indicando uma alteracdo no sitio E2 de todos os trés isolados.



32

Tabela 1 — Variabilidade genética da LCR dos isolados de HPV 16. Os nucleotideos conservados em relagdo a
sequéncia de referéncia (K02718.1) estdo marcados com pontos. Referéncia: sequéncia prototipo do HPV 16.
LCR HPV16

7434 7436 7485 7521 7690 7730 7768 7790 7869 7891

Referéncia * 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 NFL o vvi NF1 vyl E2 oct1 NF1 vyl g2 CEBP
transcricional YY1 beta

* Inser¢do de C na posi¢do 7432 da regido LCR.
* Delecdo de A na posicdo 7862 da regido LCR.

Fonte: Gurgel et al., 2015

5.2 Amplificagéo da regido LCR

Inicialmente, trés amostras clinicas positivas para HPV16 (isolados 49, 64 e 74),
contendo polimorfismos na LCR de diferentes variantes (variantes A, D e C) e 0 genoma do
HPV, foram usados nas reagdes de amplificacdo da regido LCR.

A reagdo de PCR foi realizada utilizando 5uL do DNA das amostras (50 ng/pL),
4,5uL de agua milli-Q, 1,5uL do primer Forward (10 uM), 1,5 puL do primer Reverse (10
uM) (Tabela 2) e 12,5uL do Master Mix (Promega). As amostras, juntamente com um
controle negativo, foram submetidas a 35 ciclos de amplificacdo (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.

Apds a amplificacdo, foi realizada a eletroforese em gel de Agarose 1%, corado com
brometo de etidio para anélise qualitativa da PCR, observando também se havia presenca de
padrdes de banda inespecificos antes da realizacdo da purificacdo dos produtos da PCR.

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

PCR Clean-Up system da Promega, seguindo o protocolo com instruc¢des do fabricante.
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Tabela 2 — Primers usados na amplificacdo das regides de LCR variantes do HPV 16.

Temperatura de

Primers Sequéncia dos oligonucleotideos (5°-3) Amplicon
anelamento
LCR HPV F: *CTCGAGAGACCTAGATCAGTTTC 970 53 500
16 R: **AAGCTTGCAGTAACTGTTGCTTGC ’

*Verde: Sitio de restrigdo para enzima Xhol.
**Azul: Sitio de restri¢do para enzima HindllI.

5.3 Clonagem dos amplicons

Apds a purificacdo, cada produto de PCR foi ligado ao vetor pGEM-T easy
(Promega), em uma reagdo na qual foram utilizados 12,5uL de Ligase Buffer, 3 uL de T4
Ligase, 3 pL do vetor e 10 pL do inserto. A reacdo de ligacdo foi incubada a 8°C por um
periodo de 16 horas.

A transformacdo bacteriana foi realizada utilizando células competentes de
Escherichia coli da linhagem DHS5a. Adicionou-se 50uL de células competentes a 10uL da
reacdo de ligagdo. Uma vez homogeneizada, a solucdo 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) liquido ao produto da
transformacédo 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 Agar com o antibitico ampicilina
(100 pL/mL), que é deixado overnight a 37 °C.

As colbnias que cresceram foram isoladas e repicadas, sendo plagueadas e incubadas
overnight. As novas placas que tiverem repiques com melhor crescimento foram selecionadas
e os repiques foram inoculados em 5mL de LB liquido com ampicilina para crescimento
overnight a 37 °C. A extracdo de DNA plasmidial ocorreu seguindo o protocolo de fabricagédo

do Promega e foi realizada a partir do indculo.
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5.4 Reacao de digestdo do DNA plasmidial

O produto da extragcdo foi digerido em uma reacdo de volume final de 25,3 pL,
contendo 20 pL do produto da extracdo, 1 puL da enzima Xhol (Promega), 1 UL da enzima
Hindlll (Promega), 0,3 uL de BSA e 3 pL do tampéo B que permite a dupla digestéo das duas
enzimas de acordo com instrucdes do fabricante. Por ultimo, a reacdo de digestdo foi incubada
a 37 °C por um periodo de 4 horas.

Para a confirmacdo da clonagem da regido LCR variante no vetor pGEM-T easy, 0
produto da digestdo foi submetido a eletroforese em gel de Agarose a 1% para a observacéo

do padréo de bandas.

5.5 Subclonagem da regido LCR (Variantes)

Para a subclonagem, o produto da digestdo foi purificado diretamente do gel a partir
da excisao da banda especifica, referente a regido LCR variantes, utilizando-se o Kit Promega
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up system, de acordo com as instru¢es do fabricante. Em
seguida, as amostras purificadas foram submetidas a uma reacéo de ligagdo no vetor pNL1.1
(Promega) (Figura 8), utilizando 10 pL do inserto, 1 pL do vetor, 1 puL de T4 Ligase e 12,5
uL de Buffer 2x, de forma que o gene reporter (Nluc luciferase) presente no vetor se torne
dirigido pela sequéncia promotora LCR do HPV16. A reacdo de ligacdo foi deixada overnight
a uma temperatura de 8°C. O produto da reacdo de ligacdo foi utilizado na transformacao
bacteriana, e em seguida foram realizadas as etapas de extracdo e digestdo seguindo 0s

mesmos protocolos do processo de clonagem anteriormente descrito.
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Figura 8 — Mapa do vetor pNL1.1
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Fonte: http://embed.widencdn.net/img/promega/gdiogievnp/640px/10321MA.jpeg?u=7fvzhm (2020)

O gene E2 do HPV 16 sintético, regulador transcricional, foi digerido por meio de
digestdo dupla para separacdo do vetor pUC57 utilizando as enzimas Xhol e Xbal. O inserto

liberado foi entdo subclonado no vetor pCl-neo (Figura 9).

Figura 9 — Mapa do Vetor pCl-neo
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Fonte: https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/0/pci-neo-mammalian-
expression-vector-protocol.pdf?la=en (2020)
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5.6 Transformacao bacteriana

Construcdes contendo as sequéncias variantes de LCR do HPV16 e do protétipo
foram transformadas utilizando células competentes de Escherichia coli da linhagem DH5a.
Apo0s 16 horas de crescimento a 37 °C em meio LB acrescido de ampicilina (100 pg /ml) as
colénias foram selecionadas, isoladas e repicadas. O repique foi incubado overnight a 37°C.
Os clones recombinantes foram selecionados e inoculados em meio liquido LB contendo
ampicilina por 16 horas. O DNA plasmidial foi extraido usando o kit Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega), de acordo com instrucgdes do fabricante.

5.7 Sequenciamento do DNA e analise das sequéncias obtidas

ApOs observar a separacdo do vetor e do inserto em gel de Agarose, 0 DNA
plasmidial dos clones recombinantes foi submetido ao sequenciamento automatico atravées do
método dideoxi-terminal fluorescente, por meio do kit BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied Biosystems®) da ABI PRISM por meio da
Plataforma Tecnoldgica de Sequenciamento do Laboratério de Gendmica e Expressao Geénica,
LABCEN/CB/UFPE, onde o sequenciador automéatico de DNA ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems®) foi utilizado seguindo os padrdes estabelecidos nesta unidade. A fim de
confirmar os clones recombinantes, iniciadores especificos foram utilizados, que anelam na
sequéncia do vetor e no inserto. Cada um dos clones obtidos foi sequenciado trés vezes em
cada sentido (direto e reverso).

Para retirar a sequéncia do vetor, formar contigs e analisar a qualidade do
cromatograma, as sequéncias obtidas foram submetidas ao pacote de programas Staden, com
0s programas Prepgap4 e Gap4 (Staden et al, 1996). A identidade das sequéncias foi
determinada usando o programa BLAST, disponivel online. Foi realizado o alinhamento com

as sequencias de referéncia depositadas no site do NCBI.

5.8 Cultivo e transfeccao de células eucarioticas

Foram cultivadas células eucaridticas HelLa (Queratindcitos 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 imida a 37°C e
com 5% de CO..

Quando as garrafas de cultura celular apresentaram uma confluéncia de 40-80%, as
células foram contadas utilizando Hemocitémetro. Para isso, primeiramente as células foram
suspendidas utilizando 0,05% Tripsins/EDTA em HBSS sem a presenca de Ca2+/Mg2+,
depois foi acrescentado um 4mL de meio DMEM. As células foram entdo centrifugadas, e
apos serem ressuspendidas em 2mL de meio DMEM, foi retirado 10 pL de células e a esse
volume foram acrescentados 40 puL de Azul de Tripan. 10 pL da solucdo corada foram
adicionados a cada espaco da cadmara, onde foram contadas as células viaveis (que nao
estavam manchadas de azul) em cada um dos 16 quadrados de cada um dos 4 quadrantes
(Figura 10). O namero total de células viaveis foi calculado utilizando a férmula: nimero de

células viaveis contadas x diluicdo x 10000.

Figura 10 — Representacdo esquematica da contagem de células utilizando um hemocitdmetro e o azul de
Tripan. A mostra a aplicagcdo do Azul de Tripan. B mostra a esquematica do hemocitémetro. C apresenta a
representacdo esquematica dos quadrantes que devem ser contados, e D mostra a forma apropriada de contar
cada um dos 16 quadrados nos quadrantes.
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Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/cell-quantification.html (2020)



https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/cell-quantification.html

38

Em seguida, foram distribuidas 4 x 10° células em cada um dos pocos de uma placa
de seis pogos, acrescidas de meio DMEM, onde cresceram por 24 horas em estufa Umida a
37°C e com 5% de CO..

Todos os grupos de célula foram transfectados utilizando Lipofectamine 3000 da
Invitrogen de acordo com instrucGes do fabricante e em seguida cotransfectados (Figura 11)
com 30ng de um plasmideo expressando a Renilla luciferase como normalizador da
luminescéncia, juntamente com 100ng das regibes LCR polimorficas. Além disso, foi
adicionado plasmideo 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 concentracdes de E2 no fator transcricional do HPV na ativacdo do promotor, e
a concentracao de 25ng foi escolhida como a que melhor ativava o promotor e aumentava a
expressdo do gene reporter Nluc.

As ceélulas foram encubadas a 37°C em estufa com 5% de CO; por 48 horas. Em
seguida, os extratos celulares foram lizados utilizando ReporterLysis Buffer (Promega) de
acordo com as instrucdes do fabricante para que a quantificacdo de proteinas e o ensaio de

luminescéncia fossem realizados.

Figura 11 — Representacéo esquematica da etapa de co-transfec¢do. Todos 0s pocos foram co-transfectados com
os isolados (regibes LCR polimoérficas) separadamente, assim como com o plasmidio expressando Renilla na
concentragdo de 30 ng e o regulador transcricional E2 na concentragdo de 25 ng.
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Fonte: Autor (2020)

5.9 Avaliacao da expressao génica dirigida pela LCR

O ensaio de luminescéncia 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 eficiéncias comparaveis de
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transfeccdo, os resultados foram normalizados com a Renilla Firefly, e foi realizada a

quantificacdo de proteinas.
5.10 Anéalise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando a andlise de variancia unidirecional

(ANOVA) seguida do pds-teste de correcdo de Bonferroni utilizando o software GraphPad

Prism. O valor de p<0,05 é considerado significativo.
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6 RESULTADOS
6.1 Amplificacdo da regido LCR do HPV16

A sequéncia variante da regido LCR do HPV16 foi amplificada a partir de trés
amostras clinicas 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 regides nos genes L1 e E6
fazendo com que o tamanho do amplicon final fosse aumentado.

Figura 12 — Gel representativo demonstrando a amplificagdo da regido LCR variante com o uso de primers
especificos LCR do HPV 16. M: Marcador 1 kb; C: Controle negativo; 1: Fragmento amplificado.

970pb

N

Fonte: Acervo pessoal (2018)

6.2 Clonagem, subclonagem e sequenciamento das sequéncias variantes da regido LCR
do HPV16

Apds a etapa de subclonagem, foi realizada a mini extracdo de DNA plasmidial
(Figura 13) e confirmagdo dos clones através de digestdo enzimatica (Figura 14) com as
enzimas de restri¢cdo descritas na metodologia.

Os clones recombinantes obtidos foram submetidos a reages de sequenciamento
para confirmagdo da integridade das sequéncias variantes da LCR do HPV 16 através da
comparacdo dessas sequéncias com as sequéncias de referéncia depositadas no GenBank
(HPV 16: K02718.1).
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Figura 13 — Gel de extragdo da regido LCR do HPV 16 das amostras 49, 64 e 74 clonadas no vetor pNL1.1.

T HPV16 LCR 64 ¢3 HPVIE LCR 74 &3
m _m HPVI18 LCR 64 c14
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Fonte: Acervo Pessoal (2020)

Figura 14 — Gel de confirmagdo da clonagem das variantes 49, 64 e 74 da LCR do HPV 16 por digestdo no
pNL1.1. M: Marcador 1 kb; 1: Digestdo enzimatica.
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Fonte: Acervo pessoal (2020)
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6.3 Ensaios de Luciferase

No grafico (Figura 15) estdo os resultados dos ensaios de Luminescéncia, onde pode-
se observar que o efeito da expressdo do gene repérter Nluc mediado pela LCR na variante 74
do HPV 16 foi maior do que nas variantes dos isolados 49 e 64. Dentre os trés isolados, o0 64
foi a que teve menor expressdo do gene reporter Nluc. O p valor foi de 0,53 e, por ser maior

que 0.05, nédo foi considerado significativo.

Figura 15 — Demonstra que a variante do isolado 74 da LCR do HPV 16 tem maior capacidade de alterar os
niveis de expressdo do gene repérter 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 niveis de expressdo do gene Nluc, em
comparacdo com os isolados das outras variantes.
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7 DISCUSSAO

A infecgdo persistente por HPV é um dos pré-requisitos para o desenvolvimento do
cancer cervical (zur Hausen, 2002). Cerca de 99,7% dos tumores de colo de Utero estdo
associados com o0 HPV (Mufioz et al., 2006). Entre os diversos tipos de HPV, o HPV 16 é o
mais encontrado tanto em paises desenvolvidos, quanto em paises subdesenvolvidos.

Estudos tém mostrado que as variantes dos HPVs 16, 31 e 58 podem afetar a
oncogenicidade, persisténcia e progressdo da infeccdo 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 regido geogréfica se torna, entdo, uma
importante ferramenta epidemioldgica quando se tem em vista o risco de persisténcia da
infeccdo viral e a susceptibilidade para o desenvolvimento de lesdes cervicais (Sichero et al.,
2007; Villa et al., 2000).

Variagdes na LCR aumentam o risco de infeccdes persistentes por HPVs de tipos 16,
18, 33 (Gagnon et al., 2004) e 58 (Raiol et al., 2011), resultando na perda de capacidade de
ligacdo dos fatores transcricionais E2, YY1, NF-1 e APL. Por essa razdo, a realizacdo de
estudos de avaliacdo funcional de variantes da LCR se torna necessaria para que seja possivel
estudar o potencial real das variantes da regido promotora LCR do HPV.

O presente estudo foi realizado em pacientes do Nordeste do Brasil, especialmente da
regido de Pernambuco. As variantes da regido LCR do HPV 16 utilizadas foram identificadas
pelo nosso grupo de pesquisa em um trabalho ja 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 séo consideradas mais oncogénicas do que a variante A (Burk et
al., 2013). Neste estudo foram usadas trés 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 metodolégicos, ndo foi possivel subclonar o
prototipo do HPV 16 no pNL1.1, o que impossibilitou a comparacdo das variantes utilizadas
neste estudo com o gene de referéncia. Por isso, neste estudo, o nivel de expressdo do gene
repdrter foram comparados entre as trés variantes do estudo, e ndo com o geme de referéncia.

Em relacdo ao nivel de expressdo do gene reporter Nluc obtido por meio de modelo

de ensaio de luminescéncia dos polimorfismos da regido 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 reporter, e 0
isolado 74 foi o quem menos reprimiu a atividade do repdrter.

E importante relacionar os resultados dos estudos funcionais de variantes com 0s
polimorfismos encontrados nos isolados, pois eles podem alterar a ligagdo com os fatores
transcricionais e assim interferir na progressao do cancer cervical. As variagdes encontradas
na LCR das amostras presentes neste estudo estdo localizadas em sitios de ligacdo para fatores
transcricionais (YY1, NF-1, E2, Oct-1, C/EBP beta). O fator NF-1 ativa a expressdo dos
oncogenes virais (Sichero; Sobrinho; Villa, 2012). O fator YY1 tém um papel importante na
reducdo da regulagdo da expressdo génica de vérios virus, inclusive do HPV. Ele se liga
préximo ao promotor p97, e diminui a expressdao dos oncogenes E6 e E7 (Bernard, et al.,
2013). Mudancas na regido de ligacdo do YY1 podem aumentar os niveis de expressdo
génica do HPV, contribuindo para a carcinogenese (Dong, et al., 1999).

O fator transcricional E2 quando em baixas concentracBes é um ativador, mas
guando em altas concentracOes 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 diminuicao da atividade do enhancer do HPV, entretanto em niveis fisiologicos ele
geralmente ativa o enhancer (O’Connor M, 1995). Variagdes no sitio do fator transcricional
C/EBP beta podem diminuir a atividade do promotor viral p97 (SEN et al., 2002). O isolado
49 apresenta alteracdo em um dos sitios de ligacdo para YY1. O isolado 64 apresenta trés
alteracdes em sitios de ligacdo para 0 YY1, além de duas alteracdes em sitios de ligacdo para
NF-1, uma alteragdo para o fator E2, uma para o Oct-1 e uma para o C/EBP beta. O isolado
74 apresentou alteracdes em trés sitios para o fator YY1 e dois para 0 NF-1. Os trés isolados
apresentaram delecdo de A na posic¢do 7862 da regido LCR.

Os resultados deste estudo mostraram o efeito dos polimorfismos na regido LCR do
HPV 16, onde o nivel de expressdo do gene repdrter Nluc foi comparado entre as trés
variantes estudadas, e mostrou que a variante do isolado 64, que apresentou 0 maior nimero
de alteragcOes nos sitios de ligagdo a fatores de transcrigdo, teve a menor expressdo do gene
Nluc. Ja a variante do isolado 74 apresentou a maior expressao do gene reporter, com
alteracbes em trés sitios para o fator YY1, duas para o NF-1, e uma delecdo no fator
transcricional E2. A variante do isolado 49 apresentou expressdo intermediaria do gene
reporter, e ela € a que possui menos alteracbes nos sitios de ligacdo para fatores

transcricionais, em comparagdo com as outras duas variantes. Esses resultados podem ter
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ocorrido porque as alteraces nos sitios de fatores de transcrigdo podem resultar no aumento
ou diminuicdo da atividade do promotor p97, e consequentes mudancas na expressdo dos
oncogenes virais E6 e E7, 0 que vai impactar o grau de carcinogénese das variantes.

Em trabalho realizado por Pientong et al., 2013 utilizando como amostras a LCR do
HPV 16 de mulheres Tailandesas, foram comparadas variantes Asiaticas com sub linhagens
Europeias e Asiatico-Americanas. Os resultados mostraram que a LCR em todas as linhagens
de HPV16 tinha atividade transcricional maior do que no prototipo.

Um estudo realizado por Ferenczi et al., 2013 na Hungria sugere que existem
diferengas 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 repdrter, enquanto que variantes da LCR das linhagens B e C
tiveram atividades transcricionais maiores do gene reporter do que no protétipo.

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 nivel de
expressao significativamente maior do que da variante A, e todas as variantes aumentaram o
nivel de expressao do gene reporter mais do que o protétipo.

Esses achados corroboram com a ideia que algumas das mudancas nucleotidicas
encontradas nesses isolados podem alterar o sitio de ligacdo ou a atividade dos fatores de

transcricdo, impactando na oncogenicidade dessas variantes.
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8 CONCLUSAO

o O estudo amplia os conhecimentos sobre as variantes da regido 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 expressao do gene reporter Nluc, enquanto o isolado 64 foi 0 que mais reprimiu a
atividade do gene repdrter Nluc, comparado com as outras variantes estudadas.

o A variante que apresentava o maior numero de polimorfismos em sitios de
ligagdo para fatores transcricionais foi a que mais reprimiu a expressao do gene reporter, o
que sugere que as alteracdes na LCR irdo afetar a expressdo do promotor LCR afetando a

atividade transcricional das variantes.
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