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RESUMO 

 

A infecção pelo Papilomavirus Humano é o principal fator responsável pela 

carcinogênese cervical. A oncogenicidade do HPV pode estar associada ao seu tipo 

viral, variantes virais e a presença de polimorfismos nos seus oncogenes, como é o 

caso de E6 e E7. Essas variações podem ter papel primordial no grau e velocidade 

da progressão a malignidade. Em alguns casos, os polimorfismos levam a mudanças 

na função biológica, resultando em alterações clínicas. Quando presentes em E7, os 

polimorfismos podem atuar alterando a expressão de genes responsáveis pelo 

gerenciamento do ciclo celular (pRB), além de levar a possíveis alterações na via 

inflamatória (NF-kB). O HPV-58 faz parte do grupo de HPVs de alto risco oncogênico, 

e está entre os tipos mais prevalentes na região nordeste do Brasil. No estudo aqui 

apresentado, foi descrito a presença das variantes do HPV-58 em pacientes atendidas 

em hospitais do Recife (PE) e Aracaju (SE). Foi realizada uma análise funcional 

dessas variantes baseadas na atividade da via NF-kB dos polimorfismos de E7 do 

HPV-58. Também foi avaliada a expressão de mRNA, do oncogene E7, a partir de 

cultura celular, utilizando células C33A. Entre as variantes do HPV-58, as linhagens 

A, C e D foram detectadas, sendo a linhagem A detectada em amostras de lesão 

cervical de alto grau. Variações de nucleotídeos presentes no oncogene E7 do HPV 

são importantíssimos, visto que, E7 desempenha um importante papel no 

desenvolvimento do câncer do colo do útero, devido à sua capacidade de inativar 

produtos de genes supressores de tumor. A ativação de NF-kB em grau elevado é 

capaz de aumentar a sobrevivência celular, inibindo a morte celular programada 

através do estímulo de transcrição de genes antiapoptóticos. As variantes 

HPV58/UFPE-58SE e HPV58/UFPE-60M apresentaram atividade de ativação da via 

NF-kB semelhante ao protótipo. A variante HPV58/UFPE-54PE se comportou de 

modo diferente das demais variantes, observando-se a diminuição da atividade da via 

NF-kB, quando comparada a referência E7. A variante HPV58/UFPE-54PE foi a que 

apresentou a menor expressão de mRNA, correlacionando com o nível de ativação 

da via NF-kB. Esse estudo pode fornecer dados relevantes a respeito de alterações 

genéticas, no oncogene E7 do HPV-58, e suas possíveis implicâncias na via NF-kB e 

sua relação com diferentes graus de lesão resultante. 

 
Palavras-chave: HPV-58; NF-kB; variantes; polimorfismos.  



 

 

ABSTRACT 

 

Human Papillomavirus infection is the main factor responsible for cervical 

carcinogenesis. The oncogenicity of HPV may be associated with its viral type, viral 

variants and the presence of polymorphisms in its oncogenes, such as E6 and E7. 

These variations may play a key role in the degree and speed of progression to 

malignancy. In some cases, polymorphisms lead to changes in biological function, 

resulting in clinical changes. When present in E7, polymorphisms can act by altering 

the expression of genes responsible for cell cycle management (pRB), in addition to 

leading to possible changes in the inflammatory pathway (NF-kB). HPV-58 is part of 

the group of high oncogenic risk HPVs and is among the most prevalent types in the 

northeast region of Brazil. In the study presented here, the presence of HPV-58 

variants was described in patients treated at hospitals in Recife (PE) and Aracaju (SE). 

A functional analysis of these variants based on the activity of the NF-kB pathway of 

the E7 polymorphisms of HPV-58 was performed. The mRNA expression of the E7 

oncogene from cell culture using C33A cells was also evaluated. Among the HPV-58 

variants, A, C, and D strains were detected, with A strain being detected in high-grade 

cervical lesion specimens. Nucleotide variations present in the HPV E7 oncogene are 

extremely important, since E7 plays an important role in the development of cervical 

cancer, due to its ability to inactivate tumor suppressor gene products. Activation of 

NF-kB to a high degree is capable of increasing cell survival, inhibiting programmed 

cell death by stimulating the transcription of anti-apoptotic genes. The HPV58/UFPE-

58SE and HPV58/UFPE-60M variants showed similar activation activity in the NF-kB 

pathway as the prototype. The HPV58/UFPE-54PE variant behaved differently from 

the other variants, observing a decrease in the activity of the NF-kB pathway, when 

compared to reference E7. The HPV58/UFPE-54PE variant showed the lowest mRNA 

expression, correlating with the level of activation of the NF-kB pathway. This study 

may provide relevant data regarding genetic alterations, in the E7 oncogene of HPV-

58, and their possible implications in the NF-kB pathway and its relationship with 

different degrees of resulting lesion. 

 

Keywords: HPV-58; NF-kB; variants; polymorphisms. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer de colo do útero, também conhecido como câncer cervical, é 

considerado o terceiro tumor maligno (excetuando-se o câncer de pele não 

melanoma) mais frequente na população feminina no Brasil, ficando atrás apenas do 

câncer de mama e colo retal e o quarto tipo de câncer que mais mata mulheres no 

Brasil todos os anos. Segundo dados de 2019 do Instituto Nacional de Câncer (Inca), 

a estimativa é de 16.590 novos casos e o número de mortes em 2019 foi cerca de 

6.596 óbitos (Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva, 2019a). 

O principal fator de risco para o desenvolvimento do câncer de colo do útero é 

a infecção persistente pelo Papilomavírus Humano (HPV). O prognóstico dessa 

patogênese está relacionado principalmente ao tipo de HPV presente na infecção e o 

período de replicação do vírus que infecta as células epiteliais, infecção esta que está 

presente na zona de transformação do colo do útero. Existe uma relação entre os tipos 

de HPV de alto risco com o desenvolvimento do câncer cervical, relação que se deu 

através de estudos epidemiológicos que mostraram a detecção do vírus em mais de 

99,7% em carcinoma de células escamosas e em quase 100% de amostras de 

carcinoma cervical adenoescamoso (Clifford et al., 2003; Crosbie et al., 2013). 

Estudos demonstraram que a infecção pelo HPV de alto risco é um fator causal 

na progressão do câncer cervical. Até agora, mais de 40 tipos diferentes de HPV já 

foram detectados no trato genital feminino, sendo 15 deles classificados como de alto 

risco oncogênico (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82), de acordo 

com a associação epidemiológica e os casos de desenvolvimento do câncer cervical 

(Schulte-Frohlinde et al., 2022). 

O genoma do HPV está dividido em três regiões: a longa região de controle 

(LCR-Long Control Region), a região precoce (E-Early) e a região tardia (L-Late). A 

LCR  compreende cerca de 1kb e está localizada entre as Open Reading Frames 

(ORFs) L1   e E6, que contém as sequências acentuadoras e repressoras da 

transcrição viral e origem de replicação. A depender do tipo de HPV, a região E 

(precoce) é formada pelos genes: E1, E2, E4, E5, E6 e E7, que são expressos 

imediatamente após a infecção da célula hospedeira e cujos produtos participam da 

replicação do genoma viral, controle de expressão viral, fuga do sistema imunológico 

e alteração do ciclo celular. A região L (tardia) é composta pelos genes L1 e L2, que 
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são expressos tardiamente e compõem as proteínas estruturais do vírus (Graham, 

2017). 

Os HPVs de alto risco possuem atividade transformante que é promovida pelas 

oncoproteínas E6 e E7, estas oncoproteínas atuam inativando produtos dos principais 

supressores tumorais, TP53 e pRb, respectivamente. Essa atividade transformante 

das oncoproteínas se dá principalmente através da indução da proliferação, 

imortalização e transformação maligna das células infectadas pelo vírus, facilitando, 

desta maneira o desenvolvimento do câncer (Roman; Munger, 2013; Pol; Klingelhutz,    

2013). 

Alterações nos oncogenes E6 e E7, podem provocar mudanças 

conformacionais em suas oncoproteínas, e por consequência, alterar suas funções 

biológicas e seu papel no câncer cervical. Tais modificações devem ser consideradas 

para o diagnóstico, prevenção e terapia empregados no controle de infecções 

persistentes (Zhou et al., 2019). 

Visto a importância do entendimento do papel dos polimorfismos em E6 e E7 

no desenvolvimento do câncer de colo de útero, o presente estudo tem como objetivo, 

caracterizar e avaliar a função de polimorfismos do oncogenes E7 do HPV-58 com a 

finalidade de identificar o potencial real desses polimorfismos e a importância clínica 

com relação à oncogenicidade do câncer de colo uterino em mulheres na região 

Nordeste do Brasil, utilizando como modelo de funcionalidade a via NF-κB. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 HPV E CÂNCER CERVICAL 

 

Segundo dados da última estimativa mundial, do ano de 2018, o câncer cervical 

ocupa o quarto lugar entre os cânceres mais frequentes em mulheres (6,6%) (Bray et 

al., 2018). A estimativa é de cerca de 570 mil novos casos, o que representa 3,2% de 

todos os cânceres (Ferlay et al., 2019). 

No Brasil, excetuando-se o câncer de pele não melanoma, o câncer de colo do 

útero ocupa a terceira colocação como um dos cânceres mais prevalentes na 

população feminina (7,4%). Segundo estimativas, são esperados no Brasil, para cada 

ano do triênio 2020-2022, cerca de 16.590 novos casos de câncer de colo do útero, 

com um risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres (Inca, 2019a). O 

câncer cervical é o segundo mais incidente nas regiões Norte (21,20/100 mil), 

Nordeste (17,62/100 mil) e Centro-Oeste (15,92/100 mil) e ocupa a quarta e quinta 

colocação na região Sul (17,48/100 mil), e na região Sudeste (12,01/100 mil), 

respectivamente (Inca, 2019a). 

Denominadas de neoplasias intraepiteliais cervicais-NIC (cervical intraepithelial 

neoplasia-CIN) ou lesão intraepitelial escamosa (squamous intraepithelial lesions-SIL, 

as NICs são lesões pré-malignas não invasivas que antecedem o câncer cervical. A 

classificação das neoplasias intraepiteliais é feita de acordo com a sua morfologia e 

em qual estágio as células epiteliais se encontram, sendo classificadas em três graus: 

NIC I-displasia leve; NIC II-displasia moderada e NIC III-displasia severa, que pode 

progredir para o câncer invasivo (Schiffman et al., 2007; Woodman; Collins; Young, 

2007). 

Através do Sistema de nomenclatura Bethesda, as lesões intraepiteliais são 

classificadas citologicamente e divididas em: ASC (células escamosas atípicas), LSIL 

(lesões intraepiteliais escamosas de baixo grau), que equivale a NICI, HSIL (lesões 

intraepiteliais escamosas de alto grau high-grade SIL), que equivale a NIC II e NIC III, 

e carcinoma espinocelular (Figura 1). Além disso, ainda há uma categoria denominada 

ASC, que compreende “células atípicas de significância indeterminada (ASCUS)” na 

versão anterior do Sistema Bethesda. Essa categoria é utilizada no relato de 

resultados limítrofes ou ambíguos (Alrajjal et al., 2021; Pangarkar, 2022). 

 



14 

Figura 1 – Ciclo de vida do HPV 

 

Fonte: Adaptado de Woodman, Collins e Young (2007). 

As células basais do epitélio cervical repousam sobre a membrana basal, que é sustentada 
pela derme. Supõe-se que o HPV entre nas células basais através de microabrasões no epitélio 
cervical. Após a infecção, os genes precoces do HPV E1, E2, E4, E5, E6 e E7 são expressos e o DNA 
viral se replica a partir do DNA epissomal (núcleos roxos). Nas zonas média e superficial (camadas 
superiores do epitélio) é onde o genoma viral é replicado ainda mais, e ocorre a expressão dos genes 
tardios L1 e L2 e E4. L1 e L2 encapsulam os genomas virais para formar virions descendentes no 
núcleo. O vírus eliminado pode então iniciar uma nova infecção. Lesões intraepiteliais de baixo grau 
suportam a replicação viral produtiva. Um número desconhecido de infecções por HPV de alto risco 
progride para neoplasia intraepitelial cervical de alto grau (HGCIN). A progressão de lesões não 
tratadas para câncer microinvasivo e invasivo está associada à integração do genoma do HPV nos 
cromossomos do hospedeiro (núcleos vermelhos), com perda ou ruptura associada de E2 e 
subsequente regulação positiva da expressão dos oncogenes E6 e E7. LCR, região de controle longa. 
 

 

Para o rastreamento de lesões precursoras do câncer cercical, o exame mais 

comum realizado é o exame citopatológico (Papanicolaou), implementado de forma 

regular nos serviços públicos de saúde brasileiro na década de 1990, e atua como 

estratégia de detecção precoce (Inca, 2019b). O teste é um importante aliado no 

combate ao câncer cervical, visto que quando as lesões pré-neoplásicas são 

diagnosticadas precocemente, as chances de se evitar a progressão para o câncer 

invasivo são maiores (Peirson et al., 2013). 

A infecção pelo HPV é reconhecida como o principal fator que leva ao 

desenvolvimento do câncer do colo do útero. Estudos epidemiológicas demonstram 

que a taxa de infecção viral pode chegar a 80%, em mulheres sexualmente ativas 

(Chesson et al., 2014; Hu; Ma, 2018; Zur Hausen, 2002). As infecções por HPV são 
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comumente combatidas pelo sistema imune do hospedeiro, sendo eliminadas 

espontaneamente, no entanto, em alguns casos, nas infecções ocasionadas por HPVs 

de alto risco oncogênico, o organismo não consegue combatê-las, tornando-se 

infecções persistentes e posteriormente contribuindo para o desenvolvimento do 

câncer cervical (Hu et al., 2015; Woodman; Collins; Young, 2007). Outros cofatores 

podem contribuir para a persistência da infecção pelo HPV e progressão natural do 

câncer cervical, como por exemplo: nutrição, contraceptivos orais, infecção por 

Chlamydia trachomatis, fumo, imunossupressão e polimorfismos genéticos (Tota   et 

al., 2011). 

O desenvolvimento de câncer cervical está diretamente relacionado ao ciclo 

viral do HPV, e depende de fatores, como, por exemplo, se a infecção é por um tipo 

de HPV de alto ou baixo risco e do período de replicação do vírus nas células epiteliais 

da zona de transformação (Burd, 2003; Moberg et al., 2005; Schiffman et al., 2007; 

Woodman; Collins; Young, 2007). 

A relação entre as infecções genitais por HPV e câncer cervical foi 

demonstrada pela primeira vez, no início dos anos 80 e desde então, essa ligação 

tornou-se bem estabelecida (Burd, 2003). A presença do HPV foi implicada em 99,7% 

dos casos de câncer de células escamosas cervicais em todo o mundo e em mais de 

90% das amostras de carcinoma cervical do tipo adenoescamoso (Franco, 1995; 

Waggoner, 2003; Walboomers et al., 1999; Zur Hausen, 2002). 

 

2.2 GENOMA E ESTRUTURA VIRAL DO HPV 

 

O Papilomavirus é considerado um vírus pequeno de DNA circular, dupla fita, 

de cerca de 8 kb, não envelopado, com diâmetro medindo cerca de 55 nm. Seu 

capsídeo é icosaédrico e composto por 72 capsômeros, contêm duas proteínas do 

capsídeo, chamadas de L1 e L2. Cada capsômero do vírus é um pentâmero de L1, 

principal proteína do capsídeo, e cada capsídeo do virion contém várias cópias da 

proteína secundária (12 moléculas), L2 na qual sua extensão atravessa toda a 

estrutura da partícula viral e associa-se ao DNA viral em forma de nucleossomo (Burd, 

2003; Magalhães et al., 2021; Modis; Trus; Harrison, 2002). 

Os genomas dos PVs são compostos por 8 genes (L1 e L2 que codificam 

proteínas do capsídeo e E1, E2, E4, E5, E6 e E7 que atuam codificando proteínas 

envolvidas na replicação, transcrição e transformação; e uma região de controle longo 
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regulatória, não codificante (long control region-LCR) como mostra a Figura 2 

(Bernard; Calleja-Macias; Dunn, 2006; Burk; Harari; Chen, 2013; Moody, 2017). A 

transcrição e replicação são reguladas por meio de elementos cis- responsivos na 

região de LCR, entre os genes L1 e E6, e os demais elementos estão localizados 

dentro dos genes (Bernard; Calleja-Macias; Dunn, 2006). 

 

Figura 2 – Representação linear do genoma do HPV31 

 

Fonte: Moody (2017). 

Os quadros de leitura aberta (ORF) são indicados pelos blocos de cores. O promotor inicial 
está localizado a montante da ORF E6 (p97) e o promotor tardio está localizado na ORF E7 (p742). 
E8ˆE2 é expresso a partir de um promotor localizado na ORF E1 (pE8). O local de poliadenilação 
precoce está localizado na extremidade 3' da ORF E5 (pAE) e o local de poliadenilação tardia (pAL) 
está localizado na URR (Região Reguladora a montante). A origem de replicação, bem como os sítios 
de ligação E1 e E2 também estão localizados na URR. 
 

 

O genoma dos Papilomavírus contém sequências que são expressas de acordo 

com um padrão precoce e tardio, que varia de acordo com a diferenciação da célula 

hospedeira ao longo da infecção. Os genes são divididos em E (early) e L (late). Os 

genes E são expressos ainda nos primeiros estágios da infecção. Estes genes 

possuem funções regulatórias, atuando no controle da transcrição, replicação viral, e 

transformação celular. A expressão dos genes L se dá apenas nos estágios finais da 

infecção, e são responsáveis pela composição do capsídeo viral. A região LCR (Long 

Control Region), contém os sítios de interação cis com fatores transcricionais do vírus 

e da célula hospedeira, e também a origem de replicação (Burd, 2003; Brianti; De 

Flammineis; Mercuri, 2017). 

Seguindo o mesmo padrão de morfologia dos outros Papilomavírus, o genoma 

do HPV pode variar no seu número de ORFs, além do tamanho e sequência dessas 

ORFs. O genoma do HPV existe como um círculo fechado covalentemente, de 

tamanho aproximado de 8 kb (Figura 3). Esses genomas do HPV são associados a 

histonas no virion, e nas células infectadas, exibindo um padrão nucleossômico 
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semelhante ao do  DNA celular (McBride, 2017; Moody, 2017; Stünkel; Bernard, 1999). 

Os genomas do HPV contêm de seis a oito ORFs que são expressos como 

transcrições policistrônicas. Nos HPVs de alto risco, dois promotores principais estão 

ativos em diferentes estágios do ciclo de vida viral. Durante a infecção, nas células 

epiteliais indiferenciadas, sabe-se que, a expressão do gene viral é regulada pelo 

promotor precoce, localizado adjacente à ORF E6. O promotor precoce direciona a 

expressão das proteínas virais, sendo E1 uma helicase ATP-dependente que facilita 

o desenrolamento do DNA viral e recruta fatores celulares para a origem de replicação, 

enquanto a proteína E2 é uma proteína de ligação de DNA de sequência específica 

que possui vários locais de ligação na URR, e que age como um regulador 

transcricional. A expressão de E1 e E2 é necessária para a replicação viral. No caso 

da progressão da infecção produtiva, avanço do ciclo celular e o atraso na 

diferenciação dos queratinócitos, essa ação se dá através da participação das 

proteínas E5, E6 e E7 (Stünkel; Bernard, 1999; Zur Hausen, 2002; Steenbergen et al., 

2005; Van Doorslaer et al., 2017). 

Consideradas as principais oncoproteínas dos HPVs de alto risco, E5, E6 e E7 

são expressos a partir do promotor precoce. E6 e E7 participam atuando nos 

processos de replicação viral, através de sua capacidade de modulação do ciclo 

celular, interrupção da apoptose, diferenciação celular, evasão do sistema imune, 

além de respostas a danos no DNA, sendo consideradas assim, como promotoras de 

oncogênese em queratinócitos primários (Moody; Laimins, 2010; Burk; Harari; Chen, 

2013; Doorbar, 2013; Pol; Klingelhutz, 2013). A recomposição dos transcritos das 

ORFs E1/E4, conhecido como proteína E4, é responsável pela acilitação da replicação 

produtiva eficiente em células em diferenciação, e ao fim desta infecção produtiva, dá-

se início ao processo de montagem do capsídeo viral, resultado da expressão tardia 

de L1 e L2, respectivamente (Buck et al., 2008; Anacker; Moody, 2017). 
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Figura 3 – Genoma do HPV 16  

Fonte: Adaptado de Graham (2017). 

(A) Diagrama do genoma circular dupla fita de HPV16 (círculo cinza). As ORFs virais são 
indicadas com arcos coloridos acima do genoma. Os promotores são indicados com P e divisas (P97, 
P670, PE8). Os locais de poliadenilação precoce (pAE) e tardio (pALs) são indicados com linhas retas 
curtas acima do genoma circular. O LCR é indicado com uma linha azul. (B) Detalhes da LCR às vezes 
chamada de URR. O E6 ORF é mostrado como um retângulo aberto. A extremidade da ORF L1 é 
mostrada como um retângulo parcialmente aberto. O promotor inicial (P97) é indicado com uma ponta 
de seta. A região do promotor proximal é indicada com uma linha vermelha com ponta de seta dupla. 
Quatro sítios de ligação E2 na LCR estão indicados com quadrados verdes. A origem de replicação 
(ori) para a qual as ligações E1 são mostradas como um círculo roxo. O local de poliadenilação tardia 
é indicado por Poly(A)L e uma linha reta. O elemento regulador tardio que controla a expressão gênica 
tardia é indicado com uma caixa azul. 
 

 

2.3 HPVS: GENÓTIPOS E VARIANTES 

 

Os papilomavírus (PVs) pertencem à família Papillomaviridae, são pequenos 

vírus de DNA de fita dupla e espécie-específico. Os PVs infectam preferencialmente 
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o epitélio cutâneo e mucocutâneo, e são responsáveis por infectar répteis e algumas 

espécies de mamíferos, incluindo os humanos. Dessa maneira, os PVs são 

denominados de acordo com o organismo que infectam. Os CRPV (Cottontail Rabbit 

Papillomavirus) infectam coelhos, COPV (Cannine Oral Papillomavirus), BPV (Bovine 

Papillomavirus) infectam bovinos e HPV (Human Papillomavirus) o qual infecta 

humanos (Zur Hausen, 2002; Scheurer; Tortolero-Luna; Adler-Storthz, 2005; Bernard 

et al., 2010; Burk; Harari; Chen, 2013). 

Devido a sua alta conservação, o gene L1 é utilizado na classificação dos PVs, 

de acordo com a sua sequência nucleotídica. Os Pvs são agrupados em gêneros, 

quando possuem mais de 60% de homologia na sequência; classificado como 

espécie, quando a homologia da sequência apresenta entre 71-89%; classificado 

como cepa quando a sequência de L1 difere em mais de 10%; classificado como uma 

variante quando difere em 1% em relação a sequência de referência; e por fim, para 

ser classificado como sublinhagem, essa sequência deve variar entre 0,5 e 1%. Por 

sua utilidade, L1 é a principal ferramenta na construção de árvores filogenéticas (De 

Villiers et al., 2004; Bernard et al., 2010; Burk; Harari; Chen, 2013). 

A família Papillomaviridae é composta por 49 gêneros (Figura 4). Com base na 

similaridade da sequência de DNA, mais de 200 tipos de HPVs já foram identificados, 

e estão divididos em cinco gêneros: Alphapapilomavirus (Alfa), Betapapilomavirus 

(Beta), Gammapapilomavirus (Gama), Mupapilomavirus (Mu) e Nupapilomavirus (Nu). 

Os gêneros Alfa e Beta contêm cerca de 90% do total dos tipos virais de HPV, 

no qual, o gênero Alfa, contém cerca de 64 tipos de HPV, estando dividido de acordo 

com o seu tropismo pelo epitélio cutâneo ou mucoso (Bernard et al., 2010; Moody, 

2017; Van Doorslaer et al., 2017). 

Os HPVs estão classificados em HPVs de alto risco (HR-HPV) e HPVs de baixo 

risco (LR-HPV), são aproximadamente 40 tipos que tem a capacidade de infectar o 

trato genital humano. No grupo dos HPVs de alto risco estão os tipos 16, 18, 31, 33, 

35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82 e são responsáveis por causar lesões na 

vagina, vulva, colo do útero e pênis, com destaque para os tipos 16 e 18, presentes 

em cerca de 70% de todos os casos de câncer cervical, sendo assim os mais 

prevalentes. 

Fazem parte do grupo de HPVs de baixo risco os tipos 6, 11, 42, 44, 51, 53, 83. 

Os HPVs de baixo risco são responsáveis por causar lesões benignas, como por 
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exemplo, verrugas anogenitais, papilomas laríngeos e psoríase (Zur Hausen, 2002; 

Stanley, 2010; Freitas et al., 2012; Gurgel et al., 2013). 

 

Figura 4 – Árvore filogenética inferida das sequências de nucleotídeos L1 de 189 papilomavírus 

 

 

Fonte: Bernard et al. (2010). 

 

O grupo dos Alpha-papilomavírus estão divididos de acordo com o potencial de 

desenvolvimento do câncer na região anogenital, e são divididos em: altamente 

carcinogênico HPV-16, 18, 31, 33, 45, 51, 52 e 58; provavelmente carcinogênico HPV-

68 e possivelmente carcinogênico HPVs 26, 53, 64, 65, 66, 67, 69, 70, 73, 82. O HPV- 

58 está agrupado em quatro variantes e múltiplas sublinhagens (Figura 5) (Schiffman  

et al., 2010; Burk; Harari; Chen, 2013). No gênero Beta, os HPVs estão mais 

relacionados a infecções cutâneas assintomáticas, estando, no entanto, associados 

também a casos de câncer de pele em indivíduos imunocomprometidos. O restante 

dos tipos de HPVs se distribuem nos gêneros Gama, Nu e Mu, e estão caracterizados 
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pelo desenvolvimento de verrugas e lesões papilomatosas cutâneas sem malignidade    

(De Villiers et al., 2004; Burk; Harari; Chen, 2013). 

 

Figura 5 – Árvores filogenéticas mostrando tipos representativos e linhagens/sublinhagens variantes 
de alfa-9 

 

Fonte: Burk, Harari e Chen (2013). 

 

Vários estudos já foram realizados para identificar os tipos de HPVs mais 

prevalentes, existindo um padrão de prevalência, a distribuição dos genótipos dos 

HPVs varia de acordo com as áreas geográficas estudadas, no entanto, o HPV-16 até 

o momento, está consolidado como o mais prevalente mundialmente. Ocupando o 

segundo lugar entre os mais prevalentes, temos os HPVs 18 e 31, a depender da 

região (Europa, América Central e América do Sul) e do País estudado (Walboomers 

et al., 1999; Clifford et al., 2003; Baseman; Koutsky, 2005; Muñoz et al., 2003; 

Woodman; Collins; Young, 2007; Baldez da Silva et al., 2012; Rositch et al., 2013). Na 

Ásia temos uma variação maior de tipos mais prevalentes (HPVs 33, 52, 53, 56 e 58). 

Seguindo o padrão de prevalência mundial, no Brasil temos o HPV-16 como o mais 
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prevalente, podendo sofrer leves alterações de frequência em algumas regiões 

quando comparado a outros tipos. Em Recife, capital do estado de Pernambuco, o 

HPV-16 segue o padrão mundial, sendo o tipo mais frequentemente detectado em 

amostras cervicais. Os HPVs 31, 33 e 58 são os demais tipos mais frequentes, ficando 

à frente do HPV-18 (Chagas et al., 2011; Baldez da Silva et al., 2012). 

 

2.4 CICLO INFECCIOSO DO HPV E CARCINOGÊNESE VIRAL 

 

Os queratinócitos são as células hospedeiras do HPV, e o seu ciclo viral está 

intimamente ligado com a diferenciação destas células. A entrada do HPV na célula 

ocorre através de microabrasões (Figura 6), no caso dos HPVs de alto risco, a 

infecção do epitélio cervical se dá nas células da junção escamocelular, entre a endo 

e ectocérvice (Doorbar, 2005; Herfs et al., 2012; Graham, 2017). Para que essa 

infecção seja eficiente, é preciso que a infecção ocorra em células epiteliais basais ou 

tronco, em processo de divisão ativa. A proteína do capsídeo L1 se liga aos receptores 

celulares da membrana basal ou na superfície das células da camada basal. Os 

receptores primários para a ligação inicial são os proteoglicanos de sulfato de 

heparina (HSPGs). Quando ocorre a ligação do HPV a HSPGs, há uma mudança 

conformacional no capsídeo viral, mediada por ciclofilina B, e o terminal N do 

componente L2 acaba ficando exposto na superfície dos vírions (Bienkowska-Haba; 

Patel; Sapp, 2009; Richards et al., 2006; Schiller; Day; Kines, 2010). Após este 

processo, a furina e/ou PC5/6 cliva uma região de L2, permitindo a ligação a um 

receptor secundário na membrana plasmática da célula alvo. Além disso, também 

ocorre a participação de receptores de fatores de crescimento epidérmico (EGF) 

(EGFRs), além de integrinas, microdomínios de membrana, lamininas e vimetinas, 

que atuam como receptores para a entrada de HPVs de alto risco, contribuindo para 

a internalização do vírus e no processo de transferência de genoma para o núcleo 

celular (Pyeon et al., 2009; Schiller; Day; Kines, 2010; Raff et al., 2013). 
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Figura 6 – Infecção viral em células do colo do útero, diferenciação de queratinócitos e expressão de 
proteínas do HPV  

Fonte: Adaptado de Graham (2017). 

O HPV se utiliza de receptores na camada basal, (linha cinza) através de microabrasões e infecta as 
células da camada basal do epitélio. De outra maneira, o HPV também pode infectar e entrar nas células 
na junção escamosa colunar. Nas camadas superiores ocorre a replicação do genoma viral, formando 
novas partículas virais, que poderão gerar novas infecções e consequente progressão para o câncer 
invasivo. As células (cor bege), os núcleos (cor rosa) e as partículas virais (azul). A membrana basal é 
mostrada como uma linha cinza. Os receptores de entrada são mostrados como uma linha marcada 
acima. 

 

 

A entrada do HPV nas células se dá através de um mecanismo de endocitose, 

parecidos com a micropinocitose. O vírus circula através de componentes ligados a 

membrana e da rede trans-Golgi, além do envolvimento também do retículo 

endoplasmático nesse transporte. Desta maneira, ocorre a desencapsidação do 

genoma do vírus, e posterior migração para o núcleo da célula hospedeira, onde essa 

entrada pode ocorrer através de poros nucleares ou através da quebra da membrana 

nuclear durante o processo de mitose. O processo de entrada do HPV no núcleo leva 

cerca de 24 horas após a ligação celular. Em seguida, inicia-se a fase de replicação 

viral, onde serão expressos os genes precoces (E1, E1, E4, E5, E6 e E7) (Pyeon et 

al., 2009; Day et al., 2013; DiGiuseppe et al., 2017). 

Logo após a entrada nuclear do HPV nas células dos queratinócitos primários 

em divisão da camada basal ou ectocérvice, ocorre a ação das proteínas E1 e E2, que 

irão mediar em baixos níveis, a replicação do genoma viral (Hegde, 2002; Moody; 

Laimins, 2010; Maglennon; McIntosh; Doorbar, 2011). Desta maneira, a transcrição 
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viral precoce se inicia. E2 se liga à região reguladora do HPV, a qual é necessária 

para a replicação do DNA viral, além de recrutar a DNA helicase E1 para a origem 

viral de replicação. Essa montagem do complexo de iniciação de E1/E2 na origem de 

replicação viral é semelhante ao que ocorre na formação do complexo entre proteínas 

de iniciação celular nas origens celulares, permitindo a replicação do genoma viral 

mesmo na ausência da síntese do DNA celular (Sanders; Stenlund, 2000; Maglennon; 

McIntosh; Doorbar, 2011; Dreer; Van De Poel; Stubenrauch, 2017). Ainda no estágio 

de diferenciação celular, o genoma do vírus dá início ao processo de transcrição dos 

genes da fase tardia do ciclo de infecção (L1 e L2), responsáveis pela formação dos 

capsídeos virais, estando aptos a iniciar uma nova infecção. A proteína E2 regula dois 

promotores no genoma viral, o p670 (localizado no gene E7) e o p97 (localizado na 

região 3’ da LCR). E2 atua reprimindo transcricionalmente p97, evitando a ativação 

da resposta imune local. E2 também permite a expressão de E4, além de outros genes 

da fase tardia, e de L1 e L2 (Dreer; Van De Poel; Stubenrauch, 2017; McBride, 2017; 

Westrich; Warren; Pyeon, 2017). 

É no processo de descamação do epitélio superior que irá ocorrer a liberação 

de novas partículas virais nos queratinócitos diferenciados. Esses queratinócitos 

primários, localizados na camada basal, servirão como um estoque de DNA viral, que 

será propagado no epitélio. Durante o processo de produção de novas partículas 

virais, o genoma viral irá se integrar ao hospedeiro, e assim se iniciará um dos 

principais eventos de carcinogênese, sendo mediado pelo HPV. Para que essa 

integração do DNA viral ocorra é necessária que haja a quebra na região de E1 e E2, 

acarretando na perda da expressão dos mesmos, e quando isso ocorre (perda de E2), 

há uma superexpressão dos genes E6 e E7, peças chave no processo de 

imortalização celular (Doorbar, 2005; Moody; Laimins, 2010). 

Nas células das camadas inferiores e médias inferiores, com destaque para a 

camada basal, E6 e E7 são expressos, atuando na progressão do ciclo celular e 

apoptose. Acredita-se que E6 e E7 atuem em conjunto, em lesões causadas por HPVs 

de alto risco, no controle e associação de reguladores do ciclo celular (Figura 7). A 

oncoproteína E6 participa da transformação dos queratinócitos, interagindo com 

diversos alvos celulares, com destaque para a proteína p53 e proteínas da família 

PDZ, que são responsáveis pela supressão tumoral, sinalização celular e manutenção 

da polaridade celular. Outro importante alvo que pode ser citado é a TNF (fator de 



25 

necrose tumoral), que está relacionada a via de apoptose (Roman; Munger, 2013; Pol; 

Klingelhutz, 2013). 

 

Figura 7 – Fatores celulares direcionados por proteínas do HPV para manter a competência do ciclo 
celular em células suprabasais 

 
Fonte: Adaptado de Moody (2017). 

 

De forma a facilitar a amplificação do genoma viral nas células das camadas 

suprabasais, E6 e E7 atuam em conjunto. A oncoproteína E6 possui uma importante 

função no processo de carcinogênese viral, agindo na degradação e inativação de 

P53, através da interação com a ubiquitina ligase E6AP, que é codificada pelo gene 

UB3A (Patel, 1999). Essa degradação de P53 pelo complexo E6-E6AP resulta na 

redução dos níveis líquidos de p53. Além disso, E6 também pode interferir na função 

de p53 através de sua ligação às duas histonas acetiltransferases, a p300 e Proteína 

de ligação CREB -CBP (CREB bind Protein), interferindo na acetilação de p53 por 

esses fatores e consequentemente diminuindo sua estabilidade (Zimmermann et al., 

1999; Moody, 2017). 

Em condições normais (células não infectadas), após deixarem a camada 

basal, o potencial proliferativo dessas células é perdido, iniciando um programa de 

diferenciação terminal. No caso do ciclo de vida do HPV, esse potencial de 

diferenciação celular de células epiteliais é fundamental para a manutenção dos 

fatores necessários à replicação produtiva do vírus (Graham, 2017). Nesse contexto, 

E7 desempenha um papel imprescindível nesse processo por meio da ligação e 

degradação de um importante supressor tumoral, a pRb (retinoblastoma), e das 

proteínas de bolso p107 e p130. A pRb atuam na regulação da transição da fase G1 

para a fase S, o que permite o controle a atividade dos fatores de transcrição E2F 
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(Chen; Tsai; Leone, 2009; Graham, 2017; Moody, 2017). E7 se liga a pRb deslocando 

E2F, essa ligação ocorre independentemente da presença de fatores de crescimento 

externos, e resulta na expressão de proteínas necessárias para a replicação do DNA. 

Além de pRb, E7 também é capaz de se associar a outras proteínas atuantes na 

proliferação celular, como alguns componentes do complexo de transcrição AP-1, 

inibidores de quinase dependentes de ciclina (p21 e p27) e histonas desacetilases. E7 

empurra as células em diferenciação de volta à fase S através da interrupção da 

interação de Rb/E2F e ativação constitutiva de genes que respondem a E2F. Como 

resultado, temos a interrupção da quiescência suprabasal e reativação da síntese de 

DNA celular (Cheng et al., 1995; Jones; Alani; Münger, 1997; Longworth; Laimins, 

2004; Chen; Tsai; Leone, 2009). 

Estudos sobre polimorfismos nos oncogenes E6 e E7 são importantes, tanto 

para o auxílio no diagnóstico quanto na construção de métodos terapêuticos e de 

desenvolvimento de vacinas para o controle de infecções por HPVs de alto risco. Visto 

que E6 e E7 desempenham um papel fundamental no desenvolvimento da 

carcinogênese e manutenção da infecção, estudar essas variações nas sequências 

das proteínas E6 e E7 podem trazer esclarecimentos mais completos a respeito do 

processo de carcinogênese, isso porque essas mudanças podem alterar de alguma 

maneira a interação de E6 e E7 aos seus ligantes, que atuam sobre p53 e pRb por 

exemplo (Chagas et al., 2011; Gurgel et al., 2013). 

 

2.5 VIA NF-kB, HPV E CÂNCER CERVICAL 

 

Descoberto em 1986, o fator de transcrição NF-κB (fator nuclear-Kb) consiste 

em uma família de fatores que liga o elemento potencializador da cadeia leve de 

imunoglobulina kappa de células B ativadas (Shabab et al., 2017). Esses fatores 

possuem papel essencial na imunidade inata, expressão de genes relacionados ao 

processo inflamatório, replicação viral, proliferação, adesão e apoptose que podem 

estar ligados à iniciação e progressão do câncer (Karin; Lin, 2002; Li et al., 2015; 

Shabab et al., 2017; Tilborghs et al., 2017). Cinco membros da família NF-kB foram 

identificados em mamíferos e podem formar uma variedade de homodímeros ou 

heterodímeros. Este sítio liga dímeros de cinco proteínas: NF-κB1 (p105/p50), NF-κB2 

(p100/p52), Rel A (p65), Rel B e c-Rel que compartilham homologia N-terminal com o 

oncogene v-Rel (Zhang; Lenardo; Baltimore, 2017). 
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Apesar de ser essencial para o funcionamento imune adequado, a ativação 

excessiva de NF-κB pode gerar quadros de inflamação crônica. O NF-κB promove a 

expressão de mais de 150 genes, que participam da resposta à inflamação, seja ela 

viral, bacteriana ou em resposta a situações de estresse. Além da transcrição de 

genes de citocinas pró-inflamatórias como a classe das interleucinas (IL-1b, IL-2, IL-

6, IL-8, IL-10, IL-1) e TNF-α; NF-kβ também regula moléculas de adesão (E-selectina, 

ICAM-1 e VCAM-1), proteínas de fase aguda e enzimas (Oeckinghaus; Ghosh, 2009; 

Zhang; Lenardo; Baltimore, 2017). 

NF-κB é composta por duas vias distintas, uma canônica e uma não canônica, 

que são ativadas por meio de diferentes mecanismos (Figura 8). A via canônica é 

ativada com a finalidade de resposta a diferentes estímulos externos e que estão 

envolvidos no processo de regulação de inflamação, resposta imune, proliferação 

celular, diferenciação e apoptose. A ativação da via NF-κB canônica acontece por meio da 

fosforilação de complexo IKKs (IκB quinases). As IκB quinases são uma família 

composta por três subunidades: dois componentes catalíticos chamados de IKKα e 

IKKβ e um componente não catalítico regulatório, o NEMO/ IKKγ (Karin; Delhase,  

2000; Moynagh, 2005; Gilmore, 2006; Baud; Jacque, 2008; Da Costa et al., 2016; 

Zhang; Lenardo; Baltimore, 2017). A via canônica pode sofrer estímulos através de 

receptores Toll-like, citocinas pró-inflamatórias (TNF- α, IL-1), fatores de crescimento, 

receptores de antígenos, estresse genotóxico ou estresse oxidativo e padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs). Após ativado, esse complexo liga-se 

e fosforila proteínas IkB, levando a ubiquitinação e degradação proteossomal. Quando 

degradados, esses inibidores liberam dímeros de NF-κB (p50/p65), fazendo com que 

se liguem ao DNA contendo o sítio κB, e seguem para o núcleo, onde irão se   

acumular, atuando como fator transcricional de genes κB responsivos (Hoffmann et  

al., 2002; Werner; Barken; Hoffmann, 2005; Liu et al., 2012a; Mitchell; Vargas; 

Hoffmann, 2016). 
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Figura 8 – Vias NF-κB canônicas e não canônicas 

 

Fonte: Adaptado de Sun (2017). 
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A via não-canônica é composta por sinais de ativação que são traduzidos de 

maneira independente do complexo NEMO, no entanto, é dependente de NIK e IKKα, 

que, quando ativado, fosforila a p100. Esses sinais de ativação, são sinais de 

desenvolvimento responsáveis pela ativação de receptores de TNF como, BAFFR, 

CD40, LTβR, RANK, TNFR2 e Fn14, onde alguns desses sinais também podem ativar 

a via canônica. A via não-canônica participa controlando uma ampla diversidade de 

fenótipos de desenvolvimento, que por meio da organogênese linfóide, maturação e 

manutenção da sobrevivência de células B, ativação de células dendríticas e 

metabolismo ósseo, garantem a montagem de uma resposta imune eficiente. Após a 

fosforilação e processamento de p100 para p52, o mesmo se torna ativo e liga-se a 

RelB, resultando em um dímero que irá até o núcleo, onde ocorrerá a ativação e 

expressão dos genes envolvidos na resposta imune (Claudio et al., 2002; Wicovsky et 

al., 2009; Mitchell; Vargas; Hoffmann, 2016). 

A sinalização de NF-κB atua no controle das repostas imune inata e adquirida, 

além disso, é reconhecida a sua grande importância em eventos celulares de adesão, 

proliferação, resposta celular ao estresse, diferenciação celular e apoptose (Tilborghs 

et al., 2017). 

A ativação da via NF-κB, seja ela canônica ou não-canônica, já se mostrou 

presente em diversos tipos de câncer, essa ativação constitutiva está comumente 

associada a um mau prognóstico (Hoesel; Schmid, 2013). Algumas mutações nos 

genes de NF-κB foram encontradas inicialmente em cânceres linfóides de células B, 

no entanto, apesar de serem raros, também podem ocorrer em tumores sólidos, como 

pulmão, mama, ovário e próstata (Xia; Shen; Verma, 2014). NF-κB é ativado através de 

uma liberação permanente de citocinas no ambiente tumoral, de modo que, o efeito 

dessas moléculas sinalizadoras e citocinas presentes na sinalização de NF-κB é 

altamente dependente do tipo de célula e microambiente. A partir desse processo, o 

sistema imunológico pode reagir de duas formas diferentes, causando o 

desenvolvimento do tumor, resultando em tumores maiores e mais agressivos, ou 

agindo de maneira protetiva, impedindo o desenvolvimento do tumor no indivíduo. A 

ativação da via NF-κB, está relacionada com a expressão de genes como as Cliclinas 

D e E, que atuam na proliferação celular através da transição da fase G1 para S do 

ciclo celular e regulação negativa de proteínas também relacionadas ao controle do 

ciclo celular (GADD45) (Smyth; Dunn; Schreiber, 2006; Perkins; Gilmore, 2006; 

Chaturvedi et al., 2011; Xia; Shen; Verma, 2014). Esse processo implica no aumento 
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da sobrevida celular, inibindo a morte programada, através da ativação de genes 

antiapoptóticos que farão com que haja uma resistência ao estresse fisiológico 

durante a inflamação, atuando como cofator de iniciação de tumores (Kucharczak et 

al., 2003; Tilborghs et al., 2017). 

Sabe-se que, após a perda de E2-HPV durante a integração do HPV no 

genoma do hospedeiro, ocorre a ativação constitutiva dos oncogenes virais E6 e E7. 

E2 atua inibindo a expressão do gene E6 endógeno e sensibiliza as células SiHa do 

câncer do colo do útero, ativando NF-κB induzida por TNF-alfa, o que resulta no 

aumento da senescência e sobrevivência (Prabhavathy; Subramanian; Karunagaran, 

2015). Estudos sugerem que as oncoproteínas dos HPVs de alto risco atuem na 

modulação da expressão de genes responsivos a NF-ĸB. Segundo (James; Lee; 

Klingelhutz, 2006), o E6 de HPV-16 ativa NF-ĸB induzindo a expressão de cIAP2, um 

importante inibidor da apoptose. Ainda nesse estudo, os autores afirmam que esse 

efeito era dependente da presença do domínio de ligação PDZ da proteína E6, que 

faz a mediação e interage com outras proteínas contento o domínio PDZ. 

A ativação por meio da via não-canônica também já foi demonstrada, 

resultando em uma regulação positiva de cIAP2 e consequentemente anulação da 

apoptose induzida por TNF (James; Lee; Klingelhutz, 2006; Hussain et al., 2011; Nees 

et al., 2001). No caso da proteína E7 do HPV-16, ocorre uma interferência com a via 

NF-κB, de modo que E7 interage diretamente com as subunidades IKKα e IKKβ 

(Prabhavathy; Subramanian; Karunagaran, 2015; Tilborghs et al., 2017). 

As oncoproteínas E6 e E7 se utilizam de diversos mecanismos para fugir da 

vigilância imunológica, causando uma persistência viral e desregulação do ciclo 

celular do hospedeiro, controlando dessa maneira a apoptose, transformação celular 

e gerando aumento dos danos ao DNA. A oncoproteína E6 de HPV-16 atua na 

degradação da proteína supressora tumoral p53, enquanto E7 de HPV-16 promove a 

degradação de pRb, por meio da via ubiquinita-proteassoma, causando uma 

progressão das células para a fase S do ciclo celular. Apesar de já ser entendido que 

NF-κB pode ter sua expressão regulada por E6 e E7, ainda existe um conflito de dados a 

respeito se essa expressão é estimulada ou suprimida. Alguns fatores como, tipo de 

célula e taxa de crescimento, são importantes para que se possa determinar esses 

detalhes (Nees et al., 2001; Garner-Hamrick et al., 2004; James; Lee; Klingelhutz, 

2006; Ghittoni et al., 2015; Da Costa et al., 2016). 
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Estes estudos são muito significantes, visto que servem como um guia que 

apontam para um mecanismo geral que pode ser aplicado a diversos tipos de HPV, 

além de sugerir que NF-κB é ativada também em eventos precoces logo após a 

infecção pelo HPV, não estando estrito apenas a lesões de alto grau. Já foi visto que 

as proteínas E6 e E7 de HPV-38 cutâneo ativam a via de sinalização canônica de NF- 

kB, de forma que, regula positivamente a expressão de gene antiapoptóticos como 

CIAP1, cIAP2 e xIAP além de inibir TNF, conferindo resistência a agentes de danos 

ao DNA (Hussain et al., 2011; James; Lee; Klingelhutz, 2006; Da Costa et al., 2016; 

Tilborghs et al., 2017). 

Os mecanismos pelos quais o NF-κB age inibindo o crescimento celular e a 

imortalização de células cervicais ainda não foi totalmente esclarecido, no entanto 

esses achados sugerem que contornar a ativação de NF-κB, pode ser uma estratégia 

para promover a replicação e persistência viral. Mais estudos são necessários para 

melhor compreensão dessa via tão complexa (Da Costa et al., 2016). 

Estudos têm demonstrado que, variações de nucleotídeos no oncogene E7 

desempenham um papel significativo no processo de desenvolvimento do câncer do 

colo do útero, isso acontece devido principalmente à sua capacidade de controle da 

progressão do ciclo celular e apoptose, promovendo a proliferação celular. Grande 

maioria desses estudos investigaram as variantes do E7 HPV-16, considerado o mais 

prevalente, no entanto, pouco ainda se sabe a respeito das variantes de E7 do HPV- 

58, que também é um tipo de alto risco oncogênico, mas ainda é pouco estudado, 

principalmente no Brasil. Seus estudos se concentram principalmente na Ásia (Ho et 

al., 2006; Chan et al., 2011; Li et al., 2013; Yang et al., 2014; Chen et al., 2017b; Law 

et al., 2019). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Realizar a avaliação funcional das variantes do oncogene E7 do HPV-58 

circulantes no Brasil, em particular na região Nordeste e dessa forma auxiliar a 

compreensão de fatores que possam contribuir para o desenvolvimento do câncer 

cervical. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

− Identificar variações de E7 do HPV-58 por meio de sequenciamento e análise das 

variantes. 

− Realizar a análise filogenética de E7 do HPV-58. 

− Avaliar o efeito das mutações na estabilidade proteica de E7 do HPV-58. 

− Avaliar o impacto das mutações na função imunológica de E7 do HPV-58 por meio 

da predição de epítopos de células B e T. 

− Avaliar os efeitos destes polimorfismos do gene E7 do HPV-58 por meio de ensaios 

de RT-qPCR. 

− Avaliar a função biológica das variantes de E7 do HPV-58 circulantes na região 

Nordeste do Brasil por meio de ensaios de atividade da luciferase, na via NF- kB. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 ASPECTOS ÉTICOS E BIOSSEGURANÇA 

 

O presente projeto já foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade 

Federal de Pernambuco (UFPE), número CAAE: 03606212.7.0000.5208. Todas as 

pacientes participantes do estudo, provenientes do Hospital das Clínicas da UFPE, 

Hospital Oswaldo Cruz (Recife) e Centro de Atenção Integral à Saúde da Mulher 

(Aracaju, SE) assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. 

 

4.2 GRUPOS DE ESTUDO E ISOLAMENTO DE DNA 

 

Foram incluídas 319 mulheres com idades entre 18 e 77 anos, com idade média 

de 37,5 anos, atendidas na Unidade de Ginecologia do Hospital das Clínicas (n=81) e 

Hospital Universitário Oswaldo Cruz (n=156) em Recife, Pernambuco, Nordeste do 

Brasil, e no Centro de Atenção Integral à Saúde da Mulher (n=82) em Aracaju, 

Sergipe, Nordeste do Brasil. Os pacientes provinham de demanda espontânea em 

exames de rotina. Obteve-se a aprovação do Comitê de Ética (CEP/CCS/UFPE N° 

49/11), CAAE ( 03606212.7.0000.5208) e consentimento informado de todos os 

pacientes incluídos no  estudo. 

As amostras selecionadas para análise foram provenientes de raspado 

cervical, coletadas por meio de escova ginecológica (cytobrush) que chega até a 

endocérvice. A escova contendo o material ginecológico coletado foi transferida para 

um tubo estéril contendo solução de PBS (pH 7,4) para preservar as células até a 

extração do DNA. As células cervicais foram armazenadas a -80°C e o DNA foi 

extraído usando o DNeasy Blood Tissue Kit (Qiagen) de acordo com o manual do 

fabricante. 

 

4.3 TRIAGEM DE HPV (DETECÇÃO E GENOTIPAGEM DO HPV) 

 

O DNA extraído foi amplificado por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

do gene MDM2 humano (primer direto: 5'-GATTTCGGACGGCTCTCGCGGC-3'; 

primer reverso: 5'-GATTTCGGACGGCTCTCGCGGC-3') para avaliar a qualidade do 

DNA, a fim de evitar resultados falsos negativos (Ma et al., 2006). A reação de PCR 
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foi realizada em volume de 20µL, contendo 2µL (50 ng/µL) do DNA extraído, 10µL de 

GoTaq Green PCR Master Mix (Promega), 1,2µL de cada primer (12,2 pM/µL) e 5,6µL 

de Água livre de Nuclease (Promega). A condição da reação foi de 95ºC por 5 minutos, 

seguido de 35 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 66,5ºC por 40 segundos, 72ºC por 45 

segundos e, em seguida, 72ºC por 10 minutos. 

O DNA do HPV foi detectado por PCR com base na amplificação do fragmento 

do gene L1 viral usando primers de consenso e degenerados MY09 (5'- 

CGTCCMARRGGAWACTGATC-3') e MY11 (5'-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3') 

(Manos et al., 1989). A reação de PCR foi realizada em volume de 25µL, contendo 

2µL (50ng/µL) do DNA extraído, 12,5µL de GoTaq Green PCR Master Mix (Promega), 

1,5µL de cada primer (10pM/µL) e 7,5µL de Nuclease-Free Água (Promega). A 

condição da reação foi de 94ºC por 1 minuto, seguido de 35 ciclos de 94ºC por 30 

segundos, 55ºC por 1 minuto, 72ºC por 1 minuto e depois 72ºC por 10 minutos. 

A genotipagem do DNA do HPV também foi realizada pela técnica de PCR 

utilizando primers específicos para o HPV-58 (primer direto: 5'- 

CCGTTTTGGGTCACATTGTTCATGT-3' localizado nas posições 7781-7805; primer 

reverso: 5'-AAGCCTATTTCATCCTCGTCTGAG-3' localizado nas posições 666-689). 

A reação de PCR foi realizada em volume de 25 µL, contendo 2 µL (50 ng/µL) do DNA 

extraído, 12,5 µL de GoTaq Green PCR Master Mix, (Promega), 1,5 µL de cada 

iniciador (10 pM/µL) e 7,5 µL de Água Livre de Nuclease (Promega). A condição da 

reação foi de 94ºC por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94ºC por 10 segundos, 59ºC 

por 20 segundos, 72ºC por 1 minuto e depois 72ºC por 5 minutos. 

Todas as amostras foram amplificadas na presença de controle negativo (água 

milli-Q). Os produtos de PCR obtidos foram examinados no gel de agarose 2% corado 

com brometo de etídio. 

 

4.4 SEQUENCIAMENTO DO ONCOGENE 47 E ANÁLISE DE VARIANTES 

 

Todas as amostras de HPV-58 foram testadas quanto à variabilidade genética 

E7 usando primers específicos (primer direto E7: 5'- 

ATTTGTCAAAGACAATTGTGTCCAC-3' localizado nas posições 488-509, primer 

reverso E7: 5'-TTAAATCTGTACCACTATCGTCTGC-3' localizado nas posições 1000- 

1024). As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 50 µL, contendo 

4 µL do DNA extraído (50 ng/µL), 2 mM MgSO4 (Invitrogen), 0,2 mM dNTP mix 
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(Promega), 10 pmols de cada primer e 1U Platinum Taq DNA polimerase de alta 

fidelidade (Invitrogen). A condição da reação foi de 94ºC por 2 minutos, seguido de 35 

ciclos de 94ºC por 10 segundos, 58ºC por 20 segundos, 72ºC por 1 minuto e, em 

seguida, 72ºC por 5 minutos. 

Os fragmentos positivos foram sequenciados (ambas as fitas) usando o kit ABI 

PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing V.3.1 (Applied Biosystems) com os 

mesmos primers reverso e direto usados na reação de amplificação. As sequências 

obtidas foram verificadas quanto à qualidade e montadas usando o pacote Staden 

(Staden, 1996). As sequências E7 do HPV-58 foram comparadas com as sequências 

do GenBank usando BLAST (Altschul et al., 1990). Posteriormente, as sequências 

foram alinhadas com a sequência protótipo do HPV-58 (GenBank: D90400.1) usando 

MEGA (versão 7.0) (Kumar; Stecher; Tamura, 2016). 

 

4.5 ANÁLISE FILOGENÉTICA 

 

Uma árvore filogenética de Máxima Verossimilhança foi reconstruída com base 

nas sequências do gene E7 usando MEGA11 (Tamura; Stecher; Kumar, 2021). Foi 

utilizado o modelo evolucionário que melhor se ajusta aos dados (K80+I), o qual foi 

selecionado com base no Bayesian Information Criteria (BIC) utilizando jModelTest 2 

(Darriba et al., 2012). SPR foi usado como método heurístico ML e filtro moderado de 

troca de ramificação. O suporte do ramo foi avaliado com 1000 réplicas bootstrap. 

As sequências foram classificadas filogeneticamente em linhagens A, B, C e D, 

e sublinhagens A1, A2, A3, B1, B2, C1, D1 e D2. Os genomas de referência usados 

para esta classificação foram recuperados do PaVE: D90400 (A1), HQ537752 (A2), 

HQ537758 (A3), HQ537762 (B1), HQ537764 (B2), HQ537774 (C1), HQ537768 (D1) 

e HQ537770 (D2). Outras sequências do isolado HPV-58 com genoma completo 

foram obtidas no link NCBI Variant Search, disponível no PaVE 

(https://pave.niaid.nih.gov/explore/variants/variant_searches), e foram utilizadas na 

análise filogenética e exibidos na árvore com seu número de acesso GenBank. 

 

4.6 ANÁLISE DE PRESSÕES SELETIVAS 

 

Para avaliar a pressão seletiva que afeta o oncogene HPV-58 E7, foram 

analisadas estimativas de Máxima verossimilhança usando o CODEML, incorporado 
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no PAML versão 4.9c (Yang, 2007). A detecção da seleção positiva foi realizada 

através do cálculo de seis parâmetros dos modelos de substituição de códons, M0, 

M1, M2, M3, M7 e M8, que utiliza ω = dN/dS. O modelo básico usa o ω = dN/dS, que 

significa a razão de taxas de substituição não sinônimas/sinônimas; os modelos de 

ramificação permitem que a razão ω varie entre as ramificações na filogenia e são 

úteis para detectar a seleção positiva atuando em linhagens particulares (Yang, 1998; 

Yang; Nielsen, 1998); e os modelos de sítios permitem que a razão ω varie entre sítios 

(entre códons ou aminoácidos na proteína) (Yang; Nielsen, 1998; Yang, 2000). O 

Teste da Razão de Verossimilhança (LRT) foi utilizado para avaliar qual modelo 

melhor se ajusta aos dados. 

 

4.7 MODELAGEM DE PREDIÇÃO DE ESTRUTURA DA PROTEÍNA 

 

A estrutura 3D da proteína E7 de referência e mutada do HPV-58 foi modelada 

in silico. A sequência de aminoácidos da proteína de referência HPV-58 E7 

(BAA31846) foi utilizada para a determinação de sua estrutura 3D prevista. Uma 

busca blast foi realizada no Banco de Dados de Proteínas (PDB) usando o algoritmo 

blastp para seleção de modelo. A busca do molde para a proteína E7 do HPV-58 

mostrou que havia apenas o C-terminal da proteína (PDB id: 2F8B) no PDB. Portanto, 

o modelo de estrutura da proteína HPV58 E7 foi previsto usando um método 

combinado comparativo e ab initio no servidor Robetta (Kim; Chivian; Baker, 2004). 

Os modelos selecionados foram refinados por minimização de energia usando o 

servidor 3Drefine (Bhattacharya et al., 2016). Os modelos previstos foram avaliados 

por PROCHECK (Laskowski et al., 1993), MolProbity (Chen et al., 2010), QMEAN 

(Benkert; Biasini; Schwede, 2011) e TM-align (Zhang, 2005). De acordo com esses 

parâmetros, o melhor modelo foi escolhido para avaliar a variabilidade estrutural. 

As mutações não sinônimas identificadas foram inseridas na estrutura de 

referência do HPV-58 E7 usando o serviço Point Mutation no servidor RosettaBackrub 

(Lauck et al., 2010). Os modelos mutados com a menor pontuação ponderada foram 

selecionados. O método Site Directed Mutator (SDM) (Worth; Preissner; Blundell, 

2011) foi usado para prever o efeito de mutações na estabilidade da estrutura da 

proteína HPV58 E7. 
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4.8 PREDIÇÃO DE EPÍTOPOS DE CÉLULAS T E CÉLULAS B 

 

A predição de epítopos de células T e B nas sequências E7 HPV-58 foi 

realizada usando servidor ProPred-1 (MHC classe I) (Singh; Raghava, 2003) e 

servidor ProPred (MHC classe II) (Singh; Raghava, 2001) e servidor ABCpred (Saha; 

Raghava, 2006), respectivamente. 

 

4.9 CONSTRUÇÃO DE PLASMÍDEOS E CLONAGEM 

 

Após a análise da variabilidade nas sequências do oncogene E7 (297 pb), três 

isolados (HPV58/UFPE-54PE, HPV58/UFPE-58S e HPV58/UFPE-60M) foram 

escolhidos por serem mais relevantes epidemiologicamente e apresentarem mais 

alterações, pertencentes às variantes A, C e D, respectivamente, como pode ser 

observado no Quadro 1. Esses isolados/variantes e o protótipo (sequência do gene 

de referência sem alterações) do E7 HPV58 foram amplificados por PCR e clonados 

no vetor para produtos de PCR (pGEM-T easy-Promega) seguindo as instruções do 

fabricante. Posteriormente, eles foram subclonados em um vetor de expressão de 

célula de mamífero pCDNA 3.1 (+). Os clones foram submetidos a sequenciamento 

automatizado usando o kit de sequenciamento de ciclo ABI PRISM BigDyeTM 

Terminator v3.1 Ready Reaction (Applied Biosystems®) usando o sequenciador de 

DNA automatizado ABI Prism 3100 (Applied Biosystem®). 

 

Quadro 1 – Variabilidade genética de E7 dos isolados de HPV-58 detectados em Pernambuco 

 

Isolados 

Posição das substituições nucleotídicas em E7 Linhage 
m 

variante 
Lesão 69 

4 
74 
4 

75 
6 

76 
1 

76 
3 

79 
3 

79 
8 

80 
1 

84 
0 

85 
2 

Referência G T T G A A C C C T   

58SE * G * * * G T A T C C LSIL 

54PE A G C A * * * * * * A HSIL 

60M * G * A G G T A T * D LSIL 

Posição de códon  
alterado 

41 57 61 63 64 74 75 76 89 93   

Referênci a G T T G T T T D T P   

Aminoácid o alterado R T T D A A T E T P   

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

Os nucleotídeos conservados em relação à sequência de referência (D90400.1) estão 
marcados com asterisco (*). Referência: sequência protótipo do HPV-58. 
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4.10 ISOLAMENTO DE DNA DE VETORES RECOMBINANTES E TRANSFECÇÃO 

DO C33A 

 

Após confirmação dos resultados por sequenciamento, o DNA dos vetores 

recombinantes contendo as sequências variantes do gene HPV-58 E7 e o protótipo 

foram isolados por maxipreparação com o kit Plasmid Plus Maxi (Qiagen) conforme 

instruções. Para avaliar a atividade do oncogene E7 usando a via NF-κB como modelo 

de funcionalidade por luminescência, foi feita uma co-transfecção em queratinócitos 

resultantes de carcinoma cervical (C33A). As transfecções foram realizadas em placas 

de cultura celular de 6 poços, onde 5x105 células foram semeadas em 3 ml de Meio 

de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM-Invitrogen®) mais 10% de soro bovino fetal 

(Gibco®); 1% L-Glutamina (Sigma®) - DMEM completo. As células foram 

transfectadas com as construções do vetor recombinante usando o reagente de 

transfecção Polyfect (Qiagen). Os grupos de células foram transfectados utilizando o 

plasmídeo pcDNA3.1 (+) contendo 1,5 µg da variante E7, ou o protótipo (gene de 

referência sem nenhuma das variações estudadas), ou ainda com o vetor pcDNA3.1 

(+) vazio (controle negativo). Além disso, todos os grupos de células foram 

cotransfectados com um repórter de luciferase dependente de NF-kB, que é 

construído com três sítios de ligação do fator kB sendo nomeados (kB) 3-Luc (1 μg) 

(BCCMTM/LMBP, Gent, Bélgica) e um plasmídeo expressando Renilla luciferase (1 

ng) como um normalizador de luminescência. Após 24 horas de transfecção, TNFα (10 

ng/ml) foi adicionado às placas por 6 horas para estimular a via. A estimulação foi 

interrompida com a substituição do meio por PBS frio, seguido de lise celular com 

Tampão de Lise Passiva (Promega, Madison, WI, EUA) e armazenado a -80ºC. Todos 

os experimentos foram realizados em três repetições experimentais em triplicatas. 

 

4.11 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO CONDUZIDA POR E7 DE HPV-58 

 

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

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

Microplate Luminometer c/Dual Injectors (Promega). Para garantir a eficiência da 

transfecção, os resultados foram normalizados por Renilla juntamente com a 

quantificação das proteínas. 
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4.12 qPCR EM TEMPO REAL 

 

O RNA total foi obtido pelo mini kit RNeasy (Qiagen) e o cDNA foi sintetizado 

pelo kit Improm® Reverse Transcription (Promega), de acordo com as instruções do 

fabricante. As reações de qPCR foram realizadas pelo kit QuantiTect SYBR Green® 

PCR (Qiagen) e as concentrações de primers e cDNA foram as mesmas descritas por 

(Leitão et al., 2014). O protocolo do ciclo foi de 95°C por 15min, 40 ciclos de 

desnaturação a 95°C por 10s e hibridização de genes de referência a 55°C por 30s, 

enquanto o gene E7 hibridizou a 60°C. O protocolo da curva de fusão variou 

gradualmente de 65 a 95°C. A normalização da expressão gênica adotou os genes de 

referência GAPDH e ACT. Cada reação foi realizada em três réplicas biológicas, 

incluindo um controle negativo para cada gene. A expressão do gene foi calculada de 

acordo com Livak e Schmittgen (2001). 

 

4.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada por meio de análise de variância (ANOVA) 

unilateral seguida de pós-teste de correção de Bonferroni usando o software 

GraphPad Prism. p < 0,05 foi considerado significativo. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 DETECÇÃO E TIPAGEM DE HPV 

 

Das 319 amostras coletadas, 227 (71,2%) eram HPV positivas. A partir daí a 

genotipagem revelou que 55 (24,2%) amostras foram positivas para HPV-16, 36 

(15,9%) foram positivas para HPV-31 e 18 (7,9%) foram positivas para HPV-58. 

Considerando as 227 amostras positivas para HPV, 59 amostras apresentam 

coinfecção com mais de um tipo de HPV: os resultados indicaram que o HPV-16 + 

HPV-31 foi o mais frequente (48, 20,8%), seguido do HPV16 + HPV58 (6, 2,6%) e 

HPV- 16 + HPV-31 + HPV-58 (5, 2,2%). 

As amostras de HPV58 foram identificadas como HPV-58/UFPE-58S, -30S, -

31S, -54PE, -88S, -60M, -59M, -1M, -29M, -35P, -45M, -79M, -92M, -28M, -28S e -

48S. Para essas amostras, o diagnóstico patológico foi obtido conforme especificado 

no Quadro 2.  Somente amostras com uma única infecção por HPV58 foram 

selecionadas para análise. Um total de duas amostras positivas para HPV58 foram 

excluídas devido à ausência de diagnóstico patológico. 

 

Quadro 2 – Grau de lesões de amostras positivas para HPV-58 

 

Amostras Grau da lesão 

HPV58/UFPE-58S LSIL 

HPV58/UFPE-30S HSIL 

HPV58/UFPE-31S HSIL 

HPV58/UFPE-54PE HSIL 

HPV58/UFPE-88S LSIL 

HPV58/UFPE-60M LSIL 

HPV58/UFPE-59M HSIL 

HPV58/UFPE-1M HSIL 

HPV58/UFPE-29M Sem lesão 

HPV58/UFPE-35P Sem lesão 

HPV58/UFPE-45M HSIL 

HPV58/UFPE-79M HSIL 

HPV58/UFPE-92M HSIL 

HPV58/UFPE-28M LSIL 

HPV58/UFPE-28S HSIL 

HPV58/UFPE-48S HSIL 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

LSIL: lesão intraepitelial escamosa de baixo grau. HSIL: lesão intraepitelial escamosa de alto 
grau. 
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5.2 VARIAÇÕES NA SEQUÊNCIA DE E7 HPV-58 

 

As sequências de nucleotídeos do oncogene E7 completo foram comparadas 

com a sequência de referência do HPV-58 (D90400.1). A análise comparativa do 

oncogene E7 revelou que dezesseis sequências (100%) apresentavam 10 sítios 

variáveis. Cinco mutações foram missense nos códons 41 (G41R), 63 (G63D), 64 

(T64A), 74 (T74A) e 76 (D76E) (Quadro 3). As cinco mutações restantes foram 

silenciosas (Quadro 3). Os sítios que apresentaram as mutações mais frequentes 

foram 744 (100%, 16 de 16), 761 (93,8%, 15 de 16) e 694 (81,3%, 13 de 16). Outras 

mutações (mutações silenciosas) foram T756C (6,3%, 1 de 16), A763G (12,5%, 2 de 

16), A793G (18,8%, 3 de 16), C798T (18,8%, 3 de 16), C801A (18,8 %, 3 de 16), 

C840T (18,8%, 3 de 16) e T852C (6,3%, 1 de 16). Substituições de nucleotídeos 

resultando em códons de parada prematuros ou mudanças de quadro (frameshift) não 

foram detectadas. 

 

Quadro 3 – Variabilidade de nucleotídeos e aminoácidos da região E7 do HPV-58 e a suposta função 
biológica afetada  

 
E7 

Nt 694 744 756 761 763 793 798 801 840 852 

Referência G T T G A A C C C T 

HPV58/UFPE-58S . G . . . G T A T C 

HPV58/UFPE-30S A G . A . . . . . . 

HPV58/UFPE-31S A G . A . . . . . . 

HPV58/UFPE-54PE A G C A . . . . . . 

HPV58/UFPE-88S A G . A . . . . . . 

HPV58/UFPE-60M . G . A G G T A T . 

HPV58/UFPE-59M A G . A . . . . . . 

HPV58/UFPE-1M A G . A . . . . . . 

HPV58/UFPE-29M A G . A . . . . . . 

HPV58/UFPE-35P A G . A . . . . . . 

HPV58/UFPE-45M A G . A . . . . . . 

HPV58/UFPE-79M A G . A . . . . . . 

HPV58/UFPE-92M A G . A . . . . . . 

HPV58/UFPE-28M A G . A . . . . . . 

HPV58/UFPE-28S . G . A G G T A T . 

HPV58/UFPE-48S A G . A . . . . . . 

Aminoácido de  referência G   G T T  D   

Posição do  aminoácido 41   63 64 74  76   

Aminoácido alterado R   D A A  E   

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

Os nucleotídeos conservadores em relação à sequência de referência (D90400.1) são 
marcados com um ponto (.). Referência: sequência protótipo do HPV-58. Nt: nucleotídeo. T: treonina, 
D: ácido aspártico, E: glutamato, R: arginina, G: glicina, A: alanina. 
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5.3 ANÁLISE FILOGENÉTICA 

 

As relações evolutivas entre as sequências E7 do HPV-58 foram analisadas. A 

árvore filogenética mostrou um agrupamento baseado em linhagem e sublinhagem 

dos isolados, que agrupa variantes do E7 HPV-58 em quatro linhagens diferentes e 

oito sublinhagens (Figura 9). A árvore filogenética apresenta agrupamentos bem 

suportados, possibilitando a genotipagem das variantes do E7 HPV-58. Treze isolados 

foram classificados como sublinhagem A2, um como sublinhagem C1 e dois como 

sublinhagem D2. 

 

Figura 9 - Árvore filogenética de HPV-58 

 
Fonte: Dados da pesquisa (2023). 
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5.4 ANÁLISE DE PRESSÃO SELETIVA 

 

A região genômica que inclui o gene E7 do HPV-58 apresentou razões ω 

menores  que 1, o que indica seleção purificadora, atuando na conservação da função 

da proteína. O modelo que melhor se ajusta aos dados é aquele que apresenta 

maiores valores de log-verossimilhança (lnL). Para esta região genômica, o melhor 

modelo é o M3, com ω = 0,87940 (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Resultados do teste LRT para detecção de locais sob seleção positiva (diversificadora) 

Modelo 1 Modelo 2 LRT 
Sites selecionados 

positivamente 

    
M0 M3 48.63069 - 

    
   41G (0.979*) 
   63G (1.000**) 

M1 M2 31.954069 64T (0.826) 
   74T (0.976*) 
   76D (0.997**) 
    
   41G (0.997**) 
   63G (1.000**) 

M1 M3 31.954662 64T (0.893) 
   74T (0.997**) 
   76D (1.000**) 
    
   41G (0.987*) 
   63G (1.000**) 

M7 M8 32.308663 64T (0.857) 
   74T (0.985*) 
   76D (0.999**) 
    

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

Os valores entre parênteses indicam a probabilidade posterior do local ser selecionado 
positivamente. * indica P > 95% e ** indica P > 99%. 

 

 

Embora a região genômica E7 do HPV-58 tenha apresentado seleção negativa 

ou purificadora, o teste LRT indicou a presença de sítios proteicos selecionados 

positivamente (diversificando), o que representa mutações com alta probabilidade de 

serem fixadas na população viral (Quadro 3). No total, cinco locais selecionados 

positivamente foram identificados (41G, 63G, 64T, 74T e 76D). Destes, quatro sítios 

(41G, 63G, 74T e 76D) foram identificados como positivamente selecionados com 

significância estatística (P > 95% e P > 99%) (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Impacto previsto de mutações na estabilidade estrutural da proteína HPV58 E7, conforme 
determinado pelo Site Directed Mutator  

 

Proteína Mutação Previsão ΔΔG Resultado 

    
 G41R -0.14 Estabilidade  reduzida 
 G63D -2.48 Estabilidade reduzida 

E7 T64A -0.12 Estabilidade  reduzida 
 T74A 1.26 Maior estabilidade 
 D76E 1.25 Maior estabilidade 
    

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

Valores positivos de ΔΔG estão associados ao aumento da estabilidade da proteína. Valores 
negativos de ΔΔG estão associados com diminuição da estabilidade da proteína. 

 

 

5.5 ANÁLISE ESTRUTURAL DE MUTAÇÕES E7 

 

Foi possível modelar a proteína E7 do HPV-58. A proteína E7 foi modelada com 

base em um método híbrido, a C-terminal com um método comparativo e a A-terminal 

com um método ab initio. O melhor modelo de proteína E7 do HPV58 apresentou 

92,9% de resíduos nas regiões mais favorecidas no gráfico de Ramachandran, 

MolProbity Score de 0,79, QMEAN score de -1,16 e TM-align score de 0,61714, o que 

representa um modelo de estrutura bem resolvido. Todos esses parâmetros de 

qualidade confirmam a confiabilidade dos modelos de estrutura de proteínas. 

A estrutura do HPV-58 E7 possui um total de 98 resíduos de aminoácidos, com 

um  domínio de ligação ao zinco, composto por dois motivos CXXC separados por 29 

resíduos de aminoácidos. A estrutura da proteína apresenta quatro domínios de hélice 

alfa e dois domínios de folha beta, conectados com regiões de loop (Figura 10). O 

motivo 22LXCXE26 consiste em parte de uma hélice alfa e uma região de loop. 

Nenhuma mutação não sinônima encontrada neste estudo afeta diretamente esses 

motivos. No entanto, duas mutações não sinônimas (G63D e T64A) estão localizadas 

na região do loop logo após um motivo CXXC (Figura 2). A mutação G41R está 

localizada na segunda região da alfa-hélice, e as mutações T74A e D76E estão 

localizadas na terceira alfa-hélice (Figura 2). Avaliando o impacto dessas mutações 

na estabilidade proteica para a proteína HPV-58 E7, observamos que as mutações 

G41R, G63D e T64A apresentaram valores preditos negativos de ΔΔG, levando à 

instabilidade e mau funcionamento da proteína (Tabela 2). 
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Figura 10 – Modelagem da proteína E7 do HPV58 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 
 
5.6 PREDIÇÃO DE EPÍTOPOS DE CÉLULAS T E CÉLULAS B 

 

Foram realizadas previsões de epítopos de células B para avaliar o impacto 

dessas mutações na função imunológica da proteína transformadora E7. Foram 

observadas alterações de aminoácidos em locais pertencentes a epítopos de células 

T (MHC classe I e classe II) e/ou células B, conforme relatado na Figura 11, que mostra 

o consenso de epítopos de células T e células B obtidos para E7 oncoproteínas. 

 

Figura 11 – Predição de epítopos de células T e células B 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 
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5.7 EFEITO DAS VARIANTES POLIMÓRFICAS E7 NA VIA NF-KB 

 

O estudo funcional das variantes do oncogene HPV-58 E7 foi desenvolvido 

utilizando ensaios de luminescência tendo como modelo a via NF-kB. As variantes 

estudadas foram transfectadas e seus efeitos na via do NF-kB foram comparados com 

aqueles encontrados em células que expressam o HPV-58 referência E7 (protótipo). 

As variantes estudadas HPV58/UFPE-54PE, HPV58/UFPE-58S e HPV58/UFPE-60M 

pertencem às sublinhagens A2, C1 e D2, respectivamente. 

Todas as variantes apresentaram alterações de nucleotídeos do protótipo, 

algumas resultando em alterações de códons e aminoácidos. A cepa HPV58/UFPE- 

54PE apresentou alterações nas posições: 694 (G694A), 744 (T744G), 756 (T756C) 

e 761 (G761A); HPV58/UFPE-58S nas posições: 744 (T744G), 793 (A793G), 798 

(C798T), 801 (C801A), 840 (C840T) e 852 (T852C); e a variante HPV58/UFPE-60M 

nas posições: 744 (T744G), 761 (G761A), 763 (A763G), 793 (A793G), 798 (C798T), 

801 (C801A) e 840 (C840T) (Quadro 3). As amostras contendo a variante 

HPV58/UFPE-54PE apresentou lesão classificada como HSIL e as outras amostras 

contendo as demais variantes como LSIL. 

A Figura 12 mostra a atividade relativa da via NF-kB mediada pelo oncogene 

E7 HPV58. Optou-se por avaliar o efeito da via KF-kB, por ser um componente crítico 

da resposta celular antiviral e da inflamação. Pode-se observar que na primeira coluna 

o vetor pcDNA vazio funciona como um controle negativo da reação. De acordo com 

a mesma figura, a presença do protótipo estimulou a atividade da via quando 

comparada ao vetor vazio. As variantes E7 devem ser comparadas ao protótipo 

(segunda coluna),  observa-se que os isolados HPV58/UFPE-58S e HPV58/UFPE-

60M se comportaram de forma semelhante ao protótipo, porém a variante 

HPV58/UFPE-54PE diminuiu a atividade do NF via -kB. A diferença entre as médias 

dos grupos analisados foi significativa com valor de p: 0,0046. As comparações entre 

o pcDNA e o protótipo, assim como entre o pcDNA e a variante HPV58/UFPE-54PE, 

foram significativas com valor de p: 0,001 para todas as comparações. 
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Figura 12 – Efeito de E7 (HPV-58) e suas variantes na atividade de NF-κB 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

5.8 VARIANTE 54PE DE E7 DE HPV-58 APRESENTOU A MENOR EXPRESSÃO DE 

mRNA E7 

 

As células C33A foram transfectadas com quatro variantes de E7 (Referência, 

54PE, 58SE e 60M). Na avaliação da expressão do mRNA E7, a expressão do gene 

contendo 54PE era 1,5 ~ 2,0 vezes menor do que a expressão de referência E7 do 

HPV-58 (Figura 13). As demais variantes de E7 (58SE e 60M), não apresentaram 

variação significativa de expressão, em relação à referência. 
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Figura 13 – Expressão de E7 de HPV-58 e suas variantes 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 
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6 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, foram investigadas as variantes do oncogene E7 HPV-58 em 

amostras cervicais em pacientes do Nordeste do Brasil, com o objetivo de avaliar os 

efeitos funcionais. 

A maioria dos estudos de variantes intratipo de HPVs tem se concentrado 

principalmente no HPV-16 e HPV-18. No entanto, outros tipos relevantes, de alto risco 

e com prevalências significantes em diferentes países e continentes foram pouco ou 

ainda não foram estudados, como é o caso do HPV-58 e suas variantes. Seus 

principais estudos estão concentrados na Ásia, onde possuem maior prevalência 

(Chan et al., 2002; Luk, 2009; Chan et al., 2011; Liu et al., 2012b; Li et al., 2013; Song 

et al., 2013; Yang et al., 2014). 

O E7 é considerado um dos principais oncogenes e as variações de 

nucleotídeos neste oncogene desempenham uma função crucial no câncer cervical 

devido à sua capacidade de induzir transformação e imortalização celular (Roman; 

Munger, 2013). Neste estudo, as alterações de nucleotídeos descritas anteriormente 

no oncogene E7 do HPV-58 foram detectadas nas posições G694A (Xi et al., 2018; 

Yu et al., 2019), T744G (Tenjimbayashi et al., 2017; Xi et al., 2018; Yu et al., 2019), 

T756C (Yu et al., 2019), G761A (Xi et al., 2018; Yu et al., 2019), A763G (Chan et al.,  

2013) e A793G, C798T, C801A, C840T e T852C  (Tenjimbayashi et al., 2017). 

Estudos funcionais envolvendo oncogenes e promotores de HPV estão 

crescendo, por isso, análises envolvendo as variantes e a via NF-kB foram realizadas. 

Alguns estudos mostraram que as variantes do oncogene E7 suprimiram a atividade 

da via NF-kB (Spitkovsky et al., 2002; Vandermark et al., 2012). A proteína E7 do HPV-

16 interfere na sinalização do NF-κB, interagindo diretamente com as subunidades 

IKKα e IKKβ, causando uma redução na atividade relacionada à  sinalização do NF-

κB nas células U2OS (Spitkovsky et al., 2002). Mesmo sob estimulação de citocina 

TNF-α, as células U2OS transfectadas com o gene HPV-16 E7 foram menos 

responsivas, exibindo sinalização atenuada de NF-κB (Byg et al., 2012). 

O HPV-58 é composto em quatro linhagens variantes (A, B, C e D) e oito 

sublinhagens (A1, A2, A3, B1, B2, C, D1 e D2) (Burk; Harari; Chen, 2013). No presente 

estudo, identificamos as variantes do HPV-58 compostos pelas sublinhagens A2, C1 

e D2. Chan et al. (2002) realizaram um estudo em que sugere a associação entre 

linhagem variante e risco oncogênico. A linhagem A representou a maioria das 
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amostras de HSIL/carcinoma (Chan et al., 2002). No presente estudo, a maior parte 

da linhagem A2 é representada por amostras HSIL. No entanto, mais estudos são 

necessários para avaliar a associação de linhagens variantes e risco de câncer 

cervical. Para confirmar a classificação da linhagem neste estudo, uma comparação 

completa da sequência do genoma e análise filogenética foram realizadas com as 

sequências completas do genoma do HPV-58 de referência. Uma vez confirmada a 

classificação da linhagem para as sequências do genoma de referência, a análise 

filogenética realizada com as sequências do gene E7 (Figura 9) mostrou uma 

topologia semelhante, o que indica a provável linhagem dos isolados. 

Os dados de identificação de variantes de E7 HPV-58 corroboram com um 

estudo realizado por Chan et al. (2011), no qual o padrão de identificação de variantes 

ao redor do mundo demonstra que a linhagem A2 foi mais prevalente na América e 

Europa 76% e 78%, e demonstra uma proporção maior de variantes não A em relação 

a Ásia. Outro estudo que pode ser citado é o de Basto et al. (2017) que identificou o 

HPV-58 em 14 amostras de pacientes do Rio de Janeiro e Belém do Pará. Dessas 14 

amostras, 10 eram da sublinhagem A2, e as demais foram da sublinhagem A3 e C. É 

sabido que o HPV-58 é o terceiro papilomavírus mais frequente que infecta mulheres 

com câncer cervical na Ásia Oriental e o quarto tipo mais frequente em algumas 

regiões do Brasil (Chagas et al., 2011). A frequência do HPV-58 varia em todo o 

mundo e é mais frequente no leste da Ásia, onde a linhagem A é a mais frequente, 

seguida pela linhagem C. Neste estudo, foi demonstrada a presença das sublinhagens 

A2, C1 e D2. 

A análise indicou que a região genômica variante E7 do HPV-58 apresentou 

seleção negativa ou purificadora. No entanto, resíduos de aminoácidos selecionados 

de diversificação evolutiva foram identificados neste estudo. A seleção diversificada 

está associada a mutações com alta probabilidade de serem fixadas na população 

viral, estando relacionada à resposta adaptativa do hospedeiro (Dearlove et al., 2020). 

Neste estudo, foram identificadas quatro mutações não sinônimas sob seleção 

diversificada na proteína E7 (41G, 63G, 74T e 76D). Essas mutações são 

consistentemente encontradas em outros estudos em todo o mundo, o que destaca 

sua relevância evolutiva para o vírus (Chen et al., 2017a; Xi et al., 2018; Yang et al., 

2022). Embora mais evidências experimentais devam ser encontradas, esses 

achados são relevantes, porque essas mutações podem estar relacionadas à 
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adaptação ao hospedeiro humano, aumentando a capacidade dessas oncoproteínas 

de interagir com as proteínas do hospedeiro. 

Na análise estrutural para E7, sabe-se que o motivo LXCXE está relacionado 

com a interação de E7 com pRB. No entanto, as mutações não sinônimas detectadas 

neste estudo não alteraram o motivo LXCXE. Duas mutações (G63D e T64A) estão 

localizadas no loop logo após o motivo CXXC, um importante motivo de ligação ao 

zinco. Foi relatado que G63D tem uma associação de risco significativamente menor 

com neoplasia cervical (Chan et al., 2013). Outras mutações detectadas neste estudo 

(G41R, T74A e D76E) estão localizadas na segunda e terceira alfa-hélices, 

respectivamente. Em um estudo anterior, foi relatado que G63D e G41R apresentam 

uma associação de risco significativamente menor com neoplasia cervical (Chan et 

al., 2013). 

Previu-se que as mutações G41R, G63D e T64A em E7 apresentadas 

levassem à instabilidade e mau funcionamento da proteína. Até onde sabemos, esta 

é a primeira vez que essas mutações foram caracterizadas estruturalmente. No 

entanto, o impacto dessas mutações na interação dessas oncoproteínas do HPV e 

moléculas do hospedeiro ainda precisa ser avaliado em estudos experimentais 

posteriores. 

Em relação à imunidade inata, um possível parâmetro envolvido com variantes 

E7 do HPV-58 e oncogenicidade é a resposta imune celular. Em nosso estudo, 

observou-se que as substituições não sinônimas estavam em sítios pertencentes a 

epítopos de células T (MHC classe I e classe II) e/ou células B. Essas alterações de 

aminoácidos na oncoproteína E7 HPV-58 podem influenciar o reconhecimento 

imunológico de células infectadas pelo HPV (Chagas et al., 2011). Embora o HPV-58 

faça parte do terceiro grupo no ranking da associação de câncer (Muñoz et al., 2004), 

os estudos sobre as variações do HPV-58 E7 e a resposta imune são limitados. Além 

disso, o conhecimento dos epítopos é importante para o desenvolvimento de uma 

vacina eficaz contra o HPV (Kumar et al., 2015). 

Apesar de estudos funcionais envolvendo oncogenes e promotores de HPV 

estarem crescendo, a maioria desses estudos está focado no HPV-16 e HPV-18, 

enquanto o HPV-58 ainda é pouco estudado. Assim, nesse estudo foram realizadas 

análises envolvendo as variantes e a sua ação na via NF-κB. Variantes do oncogene 

E7 podem suprimir a atividade da via NF-κB (Spitkovsky et al., 2002; Vandermark et 

al., 2012). A proteína E7 do HPV16 interfere na sinalização de NF- κB, interagindo 
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diretamente com as subunidades IKKα e IKKβ, causando redução na atividade 

relacionada à sinalização de NF-κB em células U2OS (Spitkovsky et al.,  2002). 

Neste trabalho, observou-se que a variante HPV58/UFPE-54PE diminuiu a 

atividade da via, enquanto as demais variantes se comportaram de forma semelhante 

a Referência. Vale ressaltar que as variantes que tiveram atividade semelhante ao 

protótipo foram as que apresentaram mais alterações de nucleotídeos e alterações de 

aminoácidos. Esses dados corroboram com os resultados existentes na literatura 

(Spitkovsky et al., 2002). 

As variantes HPV58/UFPE-58SE e HPV58/UFPE-60M apresentaram atividade 

de ativação da via NF-kB semelhante ao protótipo. Segundo Xia, Shen e Verma 

(2014), quando se tem uma maior atividade da via NF-kB, ocorre um acúmulo de 

citocinas pró- inflamatórias que contribuem diretamente e que são facilitadoras de um 

ambiente protumorgênico, o que favorece a iniciação e progressão do tumor. Segundo 

Hoesel e Schmid (2013), a atividade de NF-kB em níveis moderadamente elevados 

são frequentemente observados em condições inflamatórias crônicas. A ativação 

constitutiva do NF-kB exerce efeito pró-tumorgênico, isso é observado em pacientes 

com doenças inflamatórias crônicas, apresentando maior risco de desenvolver câncer, 

fato semelhante que ocorre em pacientes imunossuprimidos. Os autores ainda 

afirmam que, independentemente da maneira que o NF-kB é ativado, seja através da 

via clássica ou alternativa, e em diferentes níveis, o NF-kB está ativada em muitos 

tipos de câncer, e na maioria dos casos está associado a um mau prognóstico. 

Outros autores já demonstraram que a ativação do NF-kB é capaz de aumentar 

a sobrevivência celular, inibindo a morte celular programada através do estímulo de 

transcrição de genes antiapoptóticos. Esses genes fornecem mecanismos que são 

capazes de suportar o estresse fisiológico durante a inflamação, desempenhando um 

papel importante como cofator na iniciação de tumores. Outro fato importante é que, 

o NF-kB é capaz de estimular a transcrição de genes reguladores da proliferação 

como a ciclina D1, por exemplo; genes envolvidos na metástase; angiogênese e 

imortalidade celular por telomerase (Perkins; Gilmore, 2006; Hussain et al., 2011; Li 

et al., 2013; Hoesel; Schmid, 2013; Xia; Shen; Verma, 2014; Tilborghs et al., 2017; 

Zhang; Lenardo; Baltimore, 2017). 

Neste estudo, observamos que a variante HPV58/UFPE-54PE apresentou uma 

menor ativação da via NF-kB em relação as demais variantes e a referência E7. 
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Através dessa inibição da ativação de NF-kB, podemos sugerir que, a variante 

HPV58/UFPE- 54PE é menos agressiva. 

A variante HPV58/UFPE-54PE apresentou a menor expressão gênica em 

relação as demais variantes analisadas, representando o mesmo padrão em relação 

a análise de ativação da via NF-kB. Esses dados trazem o questionamento a respeito 

da relação entre a expressão gênica HPV58/UFPE-54PE de E7 e a ativação da via 

NF- kB. Apesar de apresentarem diferentes valores de expressão e de atividade da 

via, todas as variantes do estudo estão sob a regulação do mesmo promotor, estas 

diferenças sugerem que, de alguma maneira, os níveis disponibilidade de RNAm de 

E7 está sendo regulado. Mais estudos são necessários para avaliar e investigar a 

função biológica de polimorfismos em relação a estabilidade/meia vida do RNAm de 

E7 de HPV-58. É possível que haja alguma relação entre a expressão do mRNA E7 

com a ativação de NF-kB, ou que uma menor ativação de NF-kB possa influenciar na 

expressão de mRNA de E7 de HPV-58. 

Estudos nas variações de nucleotídeos presentes no oncogene E7 do HPV são 

importantíssimos, visto que, E7 desempenha um papel primordial no desenvolvimento 

do câncer do colo do útero, devido à sua capacidade de inativar produtos de 

importantes genes supressores de tumor, como o pRb, controle e transformação 

maligna de células infectadas por vírus (Moody; Laimins, 2010; Roman; Munger, 2013; 

Zhang; Chen; Roman, 2006). A ativação da via NF-κB é um evento frequente no 

carcinoma de células escamosas, além de importante evidência de modificação de 

células epiteliais (Tilborghs et al., 2017). Desta maneira, investigar a atuação das 

variantes de E7 de HPV-58 é fundamental para o entendimento do processo de 

carcinogênese viral, e embora o HPV-58 ainda seja pouco estudado, ele faz parte do 

grupo de HPVs de alto risco e é um tipo muito prevalente em alguns países do mundo, 

incluindo algumas regiões do Brasil, a exemplo da região Nordeste. 
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7 CONCLUSÕES 

 

As variantes estudadas HPV58/UFPE-54PE, HPV58/UFPE-58S e HPV58/ 

UFPE-60M pertencem às sublinhagens A2, C1 e D2, respectivamente. 

A variante HPV58/UFPE-54PE se comportou de modo diferente das demais 

variantes, observando-se a diminuição da atividade da via NF-kB, quando comparada 

a referência E7. 

Na avaliação da expressão do mRNA E7, observou-se que a expressão da 

variante 54PE era 1,5 ~ 2,0 vezes menor do que a expressão de referência E7 do 

HPV- 58. 

A variante HPV58/UFPE-54PE apresentou a menor ativação de NF-kB.  

A variante HPV58/UFPE-54PE foi a que apresentou a menor expressão de 

mRNA, correlacionando com o nível de ativação da via NF-kB. 
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