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Resumo

Mais de 100 tipos de HPV foram descritos, dos qlidiséo classificados como
de alto risco devido a sua associacdo com o delsemento do cancer cervical. O
presente estudo investigou a variabilidade e fileeos HPV de alto risco -31, -33, -
35, -52 e -58, isolados a partir de amostras dtrildid-ederal. Para tanto, a LCR e os
genes E6 e L1 foram sequenciados. Diversos vasidatam detectados, incluindo 13
novos variantes de todos os tipos analisados. Asanflogenética dos isolados de
HPV-31, -33, -35 e -58 ndo revelaram agrupamentoEds ou geograficos como
observados previamente para os HPV-16 e -18. Aisendb HPV-35 mostrou uma
topologia dicotdmica caracteristica de subtipos HRV. Interessantemente, quatro
agrupamentos foram identificados na analise deant@s de HPV-52, dos quais dois
puderam ser classificados como ramos Asiatico eopewr. Além disso, noés
comparamos a atividade do promotor de E6/E7 dem@s moleculares do HPV-58
detectados no Distrito Federal, uma vez que esteegundo tipo mais frequentemente
detectado em lesbes cervicais de alto grau neggaorePara este propdsito, as
sequéncias da LCR do protétipo do HPV-58 e deuamntes foram amplificadas e
clonadas a montante do gene repérter luciferagansféctados transientemente em
células C33. Para comparacao, tambéem foram anadisasl sequéncias da LCR dos
HPV-18 e -16. O protétipo do HPV-58 e os variarBs®-329 e Bsb-327 mostraram
atividade transcricional similar ao HPV-16, masceede seis vezes menor que o HPV-
18. Interessantemente, o variante de HPV-58 Bsba®ésentou uma alta atividade
transcricional, mesmo comparavel ao HPV-18. Esseana de HPV-58 € o unico
isolado em que foi detectada a substituicdo nudieat na posicdo 7788. Foram
construidos mutantes por meio de mutagénese #iiiidd com o intuito de analisar o
impacto dessa alteracdo nucleotidica na atividadprdmotor viral. A introducdo da
mutacdo 7788 no isolado prototipo do HPV-58 levounsa atividade transcricional
similar ao observado para o variante Bsb-295 etdfpo do HPV-18. Em conjunto, 0s
dados indicam que essa Unica variacdo € capazmdentar a atividade do promotor
viral e poderia levar a uma maior expressao dosgernes virais E6 e Ein vivo.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessariodqertificar os fatores transcricionais
celulares envolvidos nessa regulagdo. O estudovaldantes de HPV é crucial para
entender a sua distribuicdo geografica e as difeserbioldégicas desses virus,
contribuindo ainda para estudos sobre sua inféletile e patogenicidade.
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Abstract

More than 100 HPV types have been described, otlwhB are classified as
high-risk due to their association with the develent of cervical cancer. The present
study explores nucleotide variability and phylogerfiyhigh-risk HPV-31, -33, -35, -52
and -58, isolated from samples from Distrito Fetldrar this purpose, the LCR and E6
and L1 genes were sequenced. Several variantses€ thiPV types were detected,
including 13 new variants among all types analyZdgk phylogenetic analysis of HPV-
31, -33, -35 and -58 isolates did not reveal armyietor geographical clustering, as
observed previously for HPV-16 and -18. HPV-35 wgsial showed a dichotomic
branching characteristic of HPV subtypes. Intenghyi, four clusters relative to the
analysis of HPV-52 variants were identified, of ahitwo could be classified as Asian
and European branches. In addition, we compareB7Epfomoter activity of HPV-58
molecular variants detected in Distrito Federatcsithis is the second most frequent
type detected among high-grade cervical lesionshis geographical area. For this
porpouse, complete LCR sequences from HPV-58 pqo¢oaind three more variants
were amplified, cloned upstream of the luciferagporter gene and transiently
transfected in C33 cells. For comparison, plasmatgaining HPV-18 or -16 prototype
LCR sequences were also analyzed. HPV-58 protaayigeHPV-58 variants Bsb-329
and Bsb-327 showed promoter activity similar to HB8/but about six times lower
than HPV-18. Interestingly, HPV-58 variant Bsb-2@besented a high promoter
activity, even comparable to HPV-18. This HPV-58iamt is the only isolate in which
we detected a substitution in nucleotide positi@®@8/ Mutants were constructed by
site-direct mutagenesis in order to analyze theachpf this nucleotide alteration on
viral promoter activity. The introduction of the 8& mutation in the HPV-58 prototype
isolate led to a transcription activity similar theat observed for HPV-58 variant Bsb-
295 and HPV-18 prototype. Taken together, thesea dadicate that this single
nucleotide variation is capable of enhancing vyin@moter activity and could lead to a
higher expression of E6 and E7 viral oncoganesvo. Nevertheless, additional studies
are necessary to further identify cellular trargoonal factors involved in this
regulation. The study of HPV variants is cruciabtaerstand the intrinsic geographical
relatedness and biological differences of theseseis and further contributes to studies

concerning their infectivity and pathogenicity.
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1. Introducao

O céancer de colo do utero é a segunda causa de neopgopulacéo feminina no
mundo (IARC, 2007) e, também, no Brasil (INCA, 2D(Bsta doenca esta associada a
infecc@o pelos papilomavirus humanbkifhan papillomavirus HPV), detectados em
mais de 99% dos casos de cancer de colo do utardeécdo por HPV é considerada
um passo intermediario necessario para o desemaito do cancer cervical (Franco
et al, 2003; Walboomerst al, 1999). A infeccdo por HPV esta entre as doedeas
transmissao sexual de etiologia viral mais comustinta-se que 75% da populacdo em
idade reprodutiva esteja infectada com HPV gergtajue a maioria das mulheres
sexualmente ativas ird adquirir infeccéo por HPVoago da vida (Het al.,1998).

Oitenta por cento dos casos de cancer de coloato gtorrem em paises em
desenvolvimento e, em algumas regifes, esta € plasé mais comum entre as
mulheres (IARC, 2007; INCA, 2008). No Brasil, esturse em cerca de 19.000 o
namero de novos casos de cancer de colo do uteemmale 2008. Excluindo-se os
tumores de pele ndo melanoma, o cancer de coltedo fdi 0 mais incidente na regiao
Norte, com 22 casos para cada 100.000 mulhered0@B00), o segundo mais
incidente nas regibes Sul (24/100.000), Centro€edt9/100.000) e Nordeste
(18/100.000), e o quarto mais incidente na regidadeSte (18/100.000) (INCA, 2008).
Na regido Centro-Oeste, a estimativa foi de 1.3Bfs casos para 2008, sendo 220 no
Distrito Federal (INCA, 2008). Esses numeros podsstar subestimados, visto que,
tanto o cancer de colo do Utero, quanto a infeq@oHPV, ndo sdo doencas de
notificagcdo compulséria (Ministério da Saude, 2003)

Devido a grande morbidade e mortalidade causadasgses virus, grupos de
pesquisa meédica, epidemioldgica e basica tem detwlg atencdo aos HPV, a fim de
entender melhor sua patogenicidade e infectividadassim, estabelecer terapias mais

adequadas as infeccdes e lesGes causadas poviesses
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2. Revisdo Bibliografica
2.1. Estrutura da particula viral e organizacdo do genora
Os papilomavirus (PV) sdo um grupo diverso de vénontrados em mais de
20 espécies de mamiferos, bem como em aves estépwiido a grande importancia
médica, os papilomavirus humanos (HPV) tém sidonas estudados. Os HPV sao
virus ndo envelopados de simetria icosaédrica eemeabroximadamente 55nm de
diametro (Fauquaedt al.,2005) (Figura 1).

Figura 1. Micrografia eletrdnica de particulas de papilomavius. Fonte: Stannard (1995).

O genoma dos HPV é constituido de um DNA dupla fitecular de
aproximadamente 8.000 pares de base (pb) assaasatistonas celulares H2a, H2b,
H3 e H4, formando um complexo semelhante a cromath genoma viral possui 8
fases abertas de leitur@gen Reading FramesORF) e uma regido nao codificadora,
LCR (Long Control Region que contém elementos de regulacao da replicacaioe
expressao génica (zur Hausen, 1996; Bernard, 2002).

Estruturalmente, o genoma viral pode ser dividido teés partes: uma regiao
precoce (Eearly) com cerca de 4kb, a qual codifica as proteinasesfruturais E1, E2,
E4, E5, E6 e E7; uma regido tardialéite) com, aproximadamente 3kb, que codifica as
duas proteinas do capsideo L1 e L2; e a regiadadga, LCR, de cerca de 1kb, que
engloba elementos regulatérios e sitios de ligaedia fatores de transcrigdo celulares e
viral (zur Hausen, 2002). A representacdo esquematd genoma do HPV esti

mostrada na Figura 2.
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LCR Eé

Figura 2. Representacdo esquematica do genoma do HP@bservam-se na figura, em azul, a regido
precoce, responsavel pela sintese das proteinasstréiturais E1, E2, E4, E5, E6 e E7, em vermelho,
regido tardia, que codifica as proteinas estriguraie L2, e, em lilas, a regido reguladora ou L({oRg
control regior). As setas, ao final de cada gene, indicam a &@liréipica em que ocorre a transcricao dos
genes do HPV. Na parte interna da figura estacanldis as posi¢cdes nucleotidicas no genoma viral a
cada 1000pb. Fonte: Modificado de Betkal. (1999).

2.2. Taxonomia dos HPV
Os HPV pertencem a familiaPapillomaviridae e aos géneros
AlphapapillomavirusHPV que preferencialmente infectam a mucosaaranogenital
em humanos e primataBetapapillomavirusGammapapillomavirusNupapillomavirus
e Mupapillomavirus HPV que infectam preferencialmente a pele de moasg~auquet
et al.,2005) (Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética dos papilomavirus baseada na dtise da sequéncia do gene LDs
nameros nas pontas dos ramos identificam os tipodRV, ¢ seguido de um ndmero indica um novo
candidato a tipo de HPV. Todas as outras abreviagéeeferem a tipos de papilomavirus que infectam
animais. Os semicirculos externos identificam aseg#s e 0s semicirculos internos, as espéciess Seta
vermelhas indicam as espécies contendo HPV deisdto oncogénico. Fonte: Modificado de de Villiers
et al. (2004).

A classificacdo dos HPV baseia-se na diversidadergea da sequéncia
completa do gene L1, que é muito conservado estiferentes tipos virais. A familia
Papillomaviridaeengloba 16 géneros que apresentam entre si umardifemaior que
40% na sequéncia nucleotidica do gene L1, enquenaspécies apresentam diferenca
entre 30% e 40%. As espécies sao denominadasipeldda HPV mais estudado entre
os tipos que as compdem. Além da classificacdo amili, género e espécie, 0s
papilomavirus sao classificados em tipos, subtguwariantes. Um tipo de HPV difere
de outro quando apresenta ao menos 10% de divéagéasequéncia do gene L1. A
classificagdo em subtipo ocorre quando uma secu@uacgene L1 diverge entre 2% a
10% daquela do tipo mais proximo. Os variantespes tde HPV diferem em menos de
2% na sequéncia de nucleotideos de L1, e em atéabUCR (Hoet al., 1993; de
Villiers et al.,2004; IARC, 2007).

Até o momento, foram descritos mais de 100 tiposH&#®/. Os tipos sao
nomeados pela sigla HPV seguida de um numero dad@sequencialmente, a medida

que diferentes tipos sdo caracterizados (de \dlk¢ral., 2004). Os tipos de HPV séo
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classificados ainda em cutaneos e mucosotropieperdilendo do tropismo pelo tecido
infectado. Os tipos cutaneos sdo aqueles que amfegtpele e 0s mucosotrépicos sdo 0s
que infectam as mucosas urogenitais, anais e spxagorias. Os HPV mucosotropicos
podem também ser divididos em baixo ou alto risnoogénico, de acordo com o
potencial de progressao do tecido infectado paoplasias. Os HPV de alto risco
oncogénico estdo mais frequentemente associadass@w de desenvolvimento de
cancer cervical, sendo considerados os princiaisatiores de neoplasias cervicais em
todo o mundo. Infeccdes pelos tipos oncogénicokle representam 50% a 75% de
todas as infec¢des por estes virus (Mugtced, 2003, Cliffordet al, 2005). Os 13 tipos
de HPV considerados de alto risco pertencem aorgédeghapapillomaviruse as
espécies Human Papillomavirus 16 Human Papillomavirus 18 e Human
Papillomavirus 53 separadas em trés ramos filogenéticos distimtesVlliers et al.,
2004; Fauquett al.,2005) (Figura 3).

2.3. As proteinas virais e o ciclo de infec¢éo viral
O ciclo de infeccdo dos papilomavirus € dependelatediferenciacdo dos
queratindcitos. A fim de que os HPV do généiphapapillomavirus que infectam
mucosas, atinjam as células da camada basal déi@pjiarece ser necessaria uma
qguebra do epitélio estratificado, como microles@esbrasdo, que ocorrem na pele ou
mucosa por contato direto, como resultado, por pl@nde atividade sexual ou durante

o parto normal (Doorbar, 2005) (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de infeccdo pelo HPVMicro-traumas no epitélio expdem as células basfesilitam a
infeccao pelo HPV. Apos a entrada na célula, osverdesnudado e o genoma viral alocado no nucleo
celular. O DNA viral permanece como um epissomoeedwide simultaneamente, mas de forma
independente, do genoma da célula hospedeira. Apdisisdo, as células migram da camada basal
passando pela intermediaria e atingindo a supakfilurante esse processo as células infectadas
continuam se multiplicando, o que resulta na amplgfio do genoma viral em milhares de cépias por
célula. Na camada intermediaria do epitélio, asegnas L1 e L2 que compde o capsideo sdo expressas.
A montagem dos virions e o empacotamento do DNAlaebcorrem na camada superficial, sendo as
particulas infecciosas liberadas com a esfoliag@océlulas. Fonte: Adaptado de Doorbar (2005) &Mer
(2006).

2.3.1. A entrada do virus na célula

A natureza do receptor responsavel pela entradairds na célula ainda é
controversa Evander et al. (1997) sugeriram que a entrada da particula do
papilomavirus na célula é mediada pela ligacadenimaa6, enquanto estudos mais
recentes sugerem que proteoglicanas heparan-sudto os receptores celulares
responsaveis pelo reconhecimento e ligacdo inddalvirions as células, pela interagédo
com a regido C-terminal da proteina do capside@ajceet al., 1999; Shafti-Keramat
et al.,, 2003). Porém, Pattersoat al. (2005) demonstraram que a infeccdo de
queratindcitos pelo HPV-31 ndo é dependente deraegsalfato, sugerindo haver
diferenca de receptores celulares na ligagao enalizacdo dos diferentes tipos do
HPV. Foi observado para os HPV-16 e -58, que anatieacdo parece ocorrer por
endocitose mediada por clatrinas, enquanto que\o-31Pparece ser internalizado por
meio da membrana caveo(Bousarghiret al.,2003).

Apos a internalizagéo, as particulas do HPV sdmndetadas em endossomos
tardios e/ou em lisossomos, seguida da transfer@wiDNA viral para o nucleo da
célula. Essa transferéncia parece ser facilitathageteina do capsideo viral L2 (Day

et al.,2004). Inicialmente, o genoma permanece nas celldiacamada basal, como um
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epissomo estavel, sem integracdo ao genoma da ¢&lspedeira, onde ocorre sintese
das proteinas precoces E1, E2, E4 e E5 (Doorb@6)ZBigura 4).

2.3.2. Areplicacéao viral

E1l e E2 sdo as principais proteinas virais envadvida replicacdo viral. A
proteina precoce E1 tem importante papel na magdétedo DNA viral na forma
epissomal (Wilsoret al., 2002). Durante a infeccdo, E1 € expressa em niaait
baixos e requer a presenca de E2 para se ligaroha feficiente ao seu sitio de ligacéo
na LCR. A formacgao de um complexo entre E1 e E@rigeem de replicacéo induz uma
modificacdo no DNA viral, facilitando o recrutamerte moléculas adicionais de E1 e
o eventual desligamento de E2 (Sarafi e McBrid&5)19Além disso, E2 facilita a
correta segregacédo do genoma viral durante a didshular (McPhillipset al., 2005).
Foi demonstrado que o genoma viral se replica jonoto o DNA da célula durante a
fase S do ciclo celular, e os genomas replicadogagicionados igualmente durante a
divisdo celular (Yoiet al.,2004)

Embora E1 e E2 sejam primordiais para a amplifcaliigenoma, as proteinas
virais E4 e E5 também contribuem nesse processatli&met al., 2003; Wilsonet al.,
2005. Genomas dos HPV-16 e -31 mutantes em E5 exibegisnimais baixos de
amplificacdo do genoma em relacdo ao tipo selvagensso pode ser devido a
habilidade de E5 em modular a sinalizacéo celdtre&eomprometida nesses mutantes.
E5 é uma proteina transmembrana que reside predotamente no reticulo
endoplasmatico, mas que pode se associar com asATdeaprétons vacuolar inibindo
diretamente a bomba de prétons. O mecanismo dedsc&d reduz a acidificacdo dos
endossomos, inibindo a degradacdo do receptor o @& crescimento epidermal
(EGF-R) internalizado e assim, mantendo um ambiwtaravel para a replicacéo viral
nas camadas superiores do epitélio (Stragght., 1993; Disbrowet al.,2005).

Em contraste, o papel de E4 na amplificacdo do manainda né&o foi
completamente estabelecido. E4 se acumula na ec@ulaomento da amplificacdo do
genoma viral e quantidades reduzidas dessa prgianeaem prejudicar o processo de
replicacéo viral (Nakahamet al.,2005; Wilsoret al.,2003.

2.3.3. A transformacéo celular
Em lesdes cervicais causadas por HPV, o aumenfwdiiferacdo das células

epiteliais suprabasais € atribuido principalmengg@ressao dos oncogenes virais E6 e
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E7. Durante a infec¢do, a atividade dessas prateisiamula a divisdo de um pequeno
namero de células infectadas, aumentando o nuneecéldlas que, subseqientemente,
irdo produzir particulas infecciosas. A habilida#geE6 e E7 em conduzir as células até
a fase S é também necessaria, juntamente com Elpaka a replicacdo de epissomos
virais acima da camada basal (Doorbar, 2006).

As células mais distais do epitélio estratificaglmto ciclo celular interrompido
e passam ao processo de diferenciacédo terminalugprmlo uma barreira de protecéo
de queratina, encontrada nas camadas superficeisnucosa. Em queratindcitos
infectados por HPV de alto risco oncogénico, eatret, a parada da progressao do
ciclo celular é perdida, o que provoca inibicdodifarenciagéo terminal (Sherma
al., 1997).

Em lesdes cervicais de alto grau e nos tumored\A @o HPV esta geralmente
integrado ao genoma do hospedeiro. Esse eventoopeom perda dos genes E1 e o
rompimento do gene E2 (Baket al, 1987). No entanto, os genes E6 e E7 sé&o
preservados e expressos em linhagens celularesamleerc cervical e neoplasias
associadas ao HPV. Isso resulta no término da oaghio do DNA viral e na ativacao
constante do promotor precoce do HPV (Stetaal.,1992; zur Hausen, 2002).

O mecanismo pelo qual os papilomavirus estimulaprogressao do ciclo
celular é atribuido principalmente as proteinasisiE6 e E7. A proteina E5 parece
também ter um papel na tumorigénese, uma vez queefoonstrado que E5 induz
fibroblastos a formar colbnias esoft agar(Straightet al, 1993), aumenta a eficiéncia
da imortalizacdo de queratindcitos por E6 e E7 @&y et al, 1996b), além de
prejudicar significativamente a comunicacdo cébdada (Oelzeet al, 1995).
Adicionalmente, foi relatado que E5 inibe a expiiesso supressor de tumor p21, o que
sugere que pode existir uma cooperacdo com E6r® processo de transformacéo de
queratindcitos (Tsaet al, 1996). E também possivel que E5 interfira conalailidade
do sistema imune em eliminar as células infectadagprejudicar a sinalizagédo celular
(Kabsch e Alonso, 2002).

A associacdo de E7 a membros da familia de pratedoaretinoblastoma,
incluindo pRb, p107 e p130, explica como E7 exexees efeitos estimulatérios na
proliferacdo celular (Minger e Howley, 2002). A tgioa do retinoblastoma (pRb) é
uma reguladora negativa do ciclo celular na trasda fase G1 para S, e seu estado de
fosforilacdo € regulado durante o ciclo celular. @étado hipofosforilado, pRb se liga

ao fator transcricional E2F durante a fase G1. @eva fosforilacdo de pRb por
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quinases dependentes de ciclinas (CDK), em respasitzais de proliferacao celular, o
complexo pRb/E2F se dissocia e E2F € liberado & dtanscricionalmente genes
envolvidos na progresséo do ciclo celular. A ass@m de E7 a pRb impede a ligacao
desta a E2F, promovendo entdo a progressao corgaraaa fase S do ciclo celular
(Dysonet al, 1989; Chengt al, 1995) (Figura 5).

TR
CiclinaD )
cdka,6 HP)

Figura 5. Associacdo de E7 de HPV a proteina do retinoblast@nA fosforilacdo sequencial da
proteina do retinoblastoma (Rb) por complexos md¢{CDK inibem sua atividade repressora do ciclo
celular. A proteina E7 de HPV se liga a Rb em suad hipofosforilada. Essa ligacao desfaz o conaplex
entre Rb e o fator de transcricdo celular E2F,lteesdo na liberacdo deste fator, o que permite ajue
célula entre na fase S do ciclo celular. Fonte: ifitatio de Jo e Kim (2005).

Além da ligacdo a membros da familia Rb, E7 infti@m transcricdo induzida
por E2F por outros meios. Foi demonstrado que Eefage com histona deacetilases
(HDAC), que atuam como repressores transcricionaidigacdo de E7 a HDAC
aumenta especificamente os niveis de transcricadiadee por E2F em células em
diferenciacéo, assim levando as células a fas@&g(orth e Laimins, 2004).

A funcéo da proteina viral E6 complementa a de g HPV de alto risco, as
duas proteinas sdo expressas simultaneamentaradpautn unico mRNA bicistrénico
(Tanget al.,2006). O processo de apoptose, devido a liberdgdt2F mediada por E7
nas células das camadas suprabasais, € impedalatpitiade da proteina E6 dos HPV
de alto risco, que se liga a proteina supressorarder p53. Isso ocorre através da
proteina de associacdo a E6 (E6AP), um polipeptéddaar que tem atividade de
ubiquitina ligase, formando assim um complexo trioté Esse complexo atua
marcando especificamente p53 para a degradacameorda ubiquitinacdo (Werness
et al, 1990; Huibregtset al.,1991; Scheffneet al, 1993) (Figura 6).
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Embora as proteinas E6 de todos os HPV genitalsatarprovavelmente
alguma propriedade de ligacdo a p53, somente asipglms de alto risco se ligam
com alta afinidade e provocam sua degradacéao (lezchraimins 1994; Hilleet
al., 2006). O papel anti-apoptotico de E6 é chave patasenvolvimento de canceres
cervicais, pois compromete a efetividade de remaialar do DNA, permitindo o

acumulo de mutacfes secundarias.

Dano no DNA

Parada do ciclo celular
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Figura 6. Degradacédo de p53 mediada por E6 de HP\Danos ao DNA induzem a ativacdo de p53
levando tanto a parada do ciclo celular quantocptase. E6 se liga a E6-AP e o complexo formado se
liga a p53. E6-AP ubiquitina p53, que é rapidamelggradada pelo proteassomo. Fonte: Modificado de
Jo e Kim (2005).

A proteina E6 de HPV de alto risco se liga a vamasgras proteinas
celulares (zur Hausen, 2002). Foi demonstrado @uetErage e leva a degradacao de
proteinas contendo dominios PDZ que estdo envalvidasinalizacdo celular e adesao
célula-célula. A associacdo de E6 com proteinas pdd&ce ter um papel importante no
ciclo viral, podendo ainda contribuir para carciéogse, uma vez que algumas delas
tém funcbes de supressoras de tumor (@teal, 2000; Massimet al, 2004). Outra
importante funcéo da proteina E6 dos HPV de atiworé a ativacdo da telomerase em
células infectadas (Klingelhuit al, 1996). Nas células normais, os varios ciclos de
replicacdo do DNA resultam no encurtamento dogretds, eventualmente levando a
instabilidade cromossomal e senescéncia celulardémonstrado que a proteina E6
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dos HPV de alto risco ativam a subunidade catalitia enzima telomerashufnan
Telomerase Reverse TranscriptaseTERT) aumentando, assim, o comprimento dos
teldomeros nas células epiteliais. Aléem de esterdgida das células epiteliais para
producao da progénie viral, esse efeito tambémenttia a carcinogénese induzida por
HPV pois a super-expressdo de hTERT aliada a es§wede E7 € suficiente para
imortalizar queratindcitos humanos primarios (Kigost al, 1998; Veldmanret al,
2001).

2.3.4. A montagem viral e liberacdo das particulas

O estagio final do ciclo replicativo dos HPV enwle empacotamento dos
genomas em particulas infecciosas. Nas camadasbsigais do epitélio, as proteinas
do capsideo (L1 e L2) se acumulam (Figura 4), coemmessao de L2 precedendo a
expressdo de L1 (Floriet al., 2002). Apds a sintese no citoplasma, L1 e L2 sdo
direcionadas para o ndcleo, onde ocorre a montagsnmovas particulas virais (Daly
al., 1998; Buclet al, 2004).

Além das proteinas que compdem o capsideo virakuigerido que E2 pode
também ser necessdaria para a encapsidacdo do gaetmriPV por aumentar a
eficiéncia deste evento durante a infec¢do nafdredoet al.,2000). A proteina L1 € o
principal elemento estrutural do capsideo virajual € formado por 360 cépias de L1
organizadas em 72 capsbmeros arranjados na sugpedficicosaedro, sendo cada
capsdmero composto por 5 moléculas de L1. Estudstram que existem apenas 12
copias da proteina L2 por virion (Tres al., 1997; Modiset al., 2002). Embora as
particulas de HPV tenham a capacidade de auto-gemtana auséncia de L2, a
presenca desta proteina contribui para o empacotameficiente e aumenta a
infectividade do virus. Em HPV-31 foi demonstrade @ perda de L2 resulta em uma
reducdo de 10 vezes na eficiéncia do empacotamalém, de uma reducédo de 100
vezes na infectividade viral, quando comparado BY-d1 selvagem (Holmgreet al,
2005).

A liberacéo eficiente das particulas virais paresefacilitada pela proteina E4
gue se associa a filamentos intermediarios do sifoeleto quando expressa
vitro. Isso pode levar a um aumento da fragilidade dalaénfectada, facilitando
a lise celular e, portanto, a liberacdo das pddgwirais (Doorbaret al, 1991;
Wanget al.,2004). Os virions séo liberados durante a descGmmagular, na superficie
da lesdo (Turek e Smith, 1996).
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2.4. A regido reguladora (LCR)

A LCR é um segmento ndo codificador de aproximadaen&50pb que se
localiza entre o final do gene L1 e o inicio do@&® (Figura 7). Esta regido controla a
replicacdo viral e apresenta varios sitios de figggara fatores transcricionais celulares
e viral (O’Connoret al.,1995). A LCR pode ser dividida em 3 segmentogg#ép 5', o
segmento central e a regido 3', que esta localidiagEamente a montantis genes E6
e E7. Na regido 3’ da LCR localiza-se o promot@pomsavel pela transcricdo dos
genes precoces, incluindo os oncogenes E6 e E7of@@et al., 1995). O segmento
central da LCR engloba enhancerepitélio-especifico que caracteriza-se por ser mais
ativo em células epiteliais que em outros tiposilaets. Sitios para vérios fatores de
transcricéo celulares, incluindo AP-1 (Chetral, 1990; Offordet al, 1990), NF-1 (Apt
et al, 1993), Oct-1 (Hoppe-Seylat al, 1991; O’Connor e Bernard, 1995), TEF-1
(Ishiji et al, 1992) e YY1 (Mayet al, 1994; O'Connoet al, 1996), e para hormonios
esterbides (Charet al, 1989) foram identificados nessa regido (Figura K)
especificidade denhancere, assim, do tropismo do HPV, parece ser defipaauma
combinacéo de sitios de ligacao a fatores de trigiscnoenhanceyralém de diferencas
guantitativas e qualitativas desses fatores tran@cais ou co-fatores celulares entre as
células epiteliais e as de outros tecidos (Ceipal., 1987; Glosst al.,1987). A regiao
5'da LCR contém sinais para terminacéo e poli¢agio de transcritos virais tardios,
além de um sitio de ligacdo a matriz nuclear (gteal., 1998).

A composicao dos sitios de ligacdo para fatoresagscricdo na LCR de HPV,
até o momento, tem sido investigada apenas patigpass-16 e -18. Nesses tipos, 0
promotor de E6/E7 contém quatro elementos consesvais sitios 3 e 4 de ligacdo a
E2, um sitio de ligacdo para o fator de transcripgmmotor-seletivo 1 Selective
promoter factorl- Spl) sobreposto ao sitio 3 de E2, além do 4itie ligacdo a E2
sobreposto ao “TATA-box” (Figura 7). A ocupacdoeritada desses sitios pelo
respectivo fator de reconhecimento promove difeeniveis de atividade do promotor
de E6/E7 (Glosst al.,1990; Taret al.,1992).

28



segmento 5’ segmento central segmento ¥’

-~
e
pA
L1 11 AP1
e
Terminagio o “  promotor EG/E7
transcricional Enhancer g

Ori
Figura 7. Representacdo esquematica da LCR do HPV-1®uatro sitios de ligagdo a E2 estdo
presentes na LCR, sendo que dois deles dividemRaar@ segmentos funcionais distintos, os quais séo
denominados segmento 5', central e 3'. O segmentoriém o sinal de terminagéo, denotado “pA”, o
segmento central € o enhancer epitélio especifiopual contém a maioria dos sitios de ligacdo para
fatores de transcricdo, e 0 segmento 3’ contémigeror de replicacdo e o promotor E6/E7. Fonte:
Modificado de O’Connoet al. (1995).

2.4.1. Fatores de transcri¢gao envolvidos na transcrigaoayi
E2: Em adicdo ao seu papel na replicacao e segregaggendma, E2 atua como fator
de transcricdo regulando o promotor viral precoceoptrolando a expressao dos
oncogenes virais E6 e E7. A proteina E2 existe comohomodimero e se liga
especificamente a sequéncia nucleotidica ACGI&ENCT (McBride et al., 1991).
Existem 4 sitios de ligacdo para E2 na LCR dos HB\& -18 (Bernard, 2002). Em
baixos niveis, E2 atua como um ativador transaradioNo HPV-16, supde-se que 0s
sitios de ligacdo 1 e 2 sdo os primeiros a serempanios, levando a ativacdo do
promotor. Com o aumento nos niveis de E2, a ocopdgd demais sitios de ligacédo
impede a ligacdo dos fatores de transcricdo Spanécription Factor Specificity
Protein 1) e TBP TATAbox Binding Protejnque sdo necessarios para a ativacado do
promotor (Donget al.,1994).
Proteina ativadora 1 (Activator Protein-1- AP-1): AP-1 se liga ao sitio de ligacao
como heterodimeros formados por proteinas derivddagamilias de gengsn e fos
(Zerial et al., 1989). Foi sugerido que o heterodimero junB e2frgae reconhecem
sitios de ligacdo para AP-1 na LCR do HPV-18 emtaripresentes apenas em
queratindcitos (Thierrgt al, 1992; Bouallag&t al, 2000). Desta forma, AP-1 poderia
contribuir para a ativacdo epitélio-especifica efthancer tendo um papel critico
durante a expressdo de genes precoces do HPV, dimoulpa na expressao das
oncoproteinas E6 e E7 (O'Conmral., 1995).
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Fator nuclear 1 (Nuclear Factor 1- NF1): Atribui-se a NF1 também parte da
especificidade epitelial denhancerdo HPV. Esse gene é expresso a partir de um dentre
quatro genes de uma mesma familia, dependendpalcdlular. Em células epiteliais,
NF1 é composto principalmente de subunidades dks/ado gene NF1-C, cujos
produtos ativam a transcricdo do HPV. Em células @gditeliais, entretanto, NF1 é
composto principalmente de subunidades derivada@®de NF1-X, cujos produtos nao
ativam a transcricdo viral (At al., 1993, 1994).

Fator de ligacdo em octamero -1(ctamer Binding Factor -1 Oct-1): Quando
presente em células epiteliais em concentracoesdofigcas, Oct-1 se liga a NF-1
estabilizando a ligacdo deste ao seu sitio de heoimento. Esse evento provoca um
aumento dos niveis de transcricdo do genoma @raldnnor e Bernard, 1995).
Elementos de Resposta a ProgesteronBrogesterone Response ElemeRRE) e a
glicocorticéides Glucocorticoid Response ElemenGRE): Elementos de resposta a
progesterona e a glicocorticéides estdo presemesbancergle alguns HPV genitais.
PRE e GRE estimulam a transcricao viral, o quelteesa transformacdo aumentada de
células em cultura (Chaet al., 1989; Pateet al, 1988). Essas observacdasvitro
fornecem uma explicagdo molecular para a evidégmidemiologica de que mulheres
gue sado expostas a altos niveis de progesterontomgos periodos apresentam um
maior risco de desenvolverem cancer cervical (Setithl., 2003).

Fator YY1 (Yin-Yang Factor -): YY1 é um fator de transcricdo multifuncional que
ativa ou reprime a transcricdo de muitos geneslareki e virais. Essa versatilidade
funcional pode ser atribuida aos seus multiplos idm® transcricionais. Foi
demonstrado que YY1 atua sobre a transcricdo dosHPe -18. No HPV-16, atua
como um repressor transcricional (Galvin e Shi,798nquanto que no HPV-18 o fator
YY1 ativa a transcricdo. A proteina YY1 pode repri@ transcricdo suprimindo a
atividade de AP-1 (O’Connaet al., 1996) por competir com AP-1 pela ligacdo a seus
respectivos sitios, que estdo sobrepostos na LaRPA616 (Dong e Pfister, 1999). No
contexto da LCR completa do HPV-18, YY1 atua como ativador ao formar um
complexo com C/EBPe se ligar a regido localizada a montatuesitio de ligacao de
YY1 proximo ao promotor. Os resultados sugeremajuaemplexo C/EBP-YY1 € um
regulador positivo do HPV-18, tendo um papel aitia regulacdo da atividade da LCR
(Bauknecht e Shi, 1998).

C/EBPp (CCAAT Enhancer Binding Protein - befa C/EBP € um membro de uma

familia de fatores transcricionais envolvidos né&réinciacdo celular. Em células
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infectadas por HPV-18, um aumento nos niveis deBEfEesulta em forte represséo
da atividade da LCR, por impedir a ligacdo da pnatd BP, componente do complexo
de iniciacdo da transcricédo, ao sitio de reconhemionTATA-box na LCR (Bauknecht

e Shi, 1998).

Sp1l (Transcription Factor Specificity Protein t Foi demonstrado que Spl é essencial
para a transcricéo viral a partir do promotor dé&EFGpossivelmente por Spl facilitar a
ligacdo de TBP ao TATA-box na regido promotora, eatando o acesso desse fator ao
seu sitio de reconhecimento na LCR (Glessl, 1990; Taret al, 1994; Roset al.,
1998).

c-Myc (Cellular Myelocytomatosis OncogejieOs genes cayc compreendem uma
pequena familia de genes cuja expressado esta eweale surgimento de diferentes
tipos de tumores em humanos. Na sua forma dimerigzach a proteina c-Max, c-Myc
requer sequéncias especificas de ligagdo ao DNA¢Beh et al, 1992). A ligacédo
deste dimero & LCR é capaz de aumentar a expresafdirigida pelo promotor de
E6/E7 de HPV-16 (Nunbergt al, 1995). Adicionalmente, a expressao desregulada de
c-mycleva a um aumento na proliferacédo celular, iniltiferenciacao celular, reduz a
adesdo celular e promove metastasanstabilidade gendémica. Muitos céanceres,
inclusive o cancer cervical, apresentam niveisagles de c-Myc (Abbat al, 2004;
Adhikary e Eilers, 2005).

2.5. O cancer do colo do utero
Muitas mulheres adquirem infeccbes por HPV na adélecia através de
transmissdo sexual. Em aproximadamente 80% dessderss, a infeccdo é
transitoria, e ndo resulta em anormalidades eqigelNas 20% restantes, a infeccao por
HPV resulta no desenvolvimento de lesdes no caonda além de infeccéo persistente,

um pré-requisito para a transformacdo malignayViP97; Heet al, 1998) (Figura 8).
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Exposicio ao HPV

17‘ Infec¢iio aguda com replicacio viral ’

| Subclinica ‘ PR ‘ Clinicamente evidente ‘
Infeccdo Retengiio do S
auto-limitante genoma do HPV : | Condilnn ‘ ‘ il ‘
Eliminaciio Infecgiio LSSINORAY e : KI Infkceampersistents |
viral latente Imunossupressio I

Displasia celular de alto
+ < grau (NIC II/IIT)
Co-fatores

Carcinoma invasivo

Figura 8. Histéria natural da infeccdo pelo HPV.A maior parte das infecgées por HPV é subclinica
(sem sintomas). A resposta imune pode erradicafe@gdo ou suprimir-la a niveis nao detectaveis.
Algumas infeccdes sdo suprimidas, mas o genoma ¥ El mantido em estado latente (infeccéo
subclinica com um pequeno nimero de células mamtpodcas cépias virais). Ainda ndo esta claro
como ocorre a laténcia em hospedeiros imunocomigstenos mecanismos que levam a reativacdo do
HPV a um estado detectavel. Fonte: Modificado dek\i2006).

O céancer cervical progride a partir de lesbes paigmas ndo invasivas,
denominadas neoplasias intraepiteliais cervicaidCYNou lesbes intraepiteliais
escamosagsquamous intraepithelial lesions SIL). Essas lesGes pré-malignas sao
classificadas histologicamente com base nas atiéas células epiteliais: NIC |
corresponde a uma displabianda; NIC Il a displasia moderada e NIC Il dptisia
severa e carcinoma situ. NIC | € também classificada citologicamente cdes&o
intraepitelial escamosa de baixo gréawcgradeSIL — LSIL) e NIC 1I/lll como leséo
intraepitelial escamosa de alto graigh-gradeSIL— HSIL). A infec¢ao, tanto por HPV
oncogénicos como ndo oncogénicos, pode causarnsstérvice uterina, enquanto que
a maioria das lesdes cervicais classificadas com@t,Harcinomain situ ou cancer
invasivo apresenta infec¢do por tipos oncogénicoklV (Baseman e Koutsky, 2005;
Doorbar, 2006) (Figura 9).

32



Acreditava-se, até recentemente, que o cancerceésgmpre progredia a partir
de lesdes cervicais de baixo grau para moderagosteriormente, para de alto grau.
Estudos de historia natural, entretanto, tém cuestio a nocdo de estagios pré-
cancerosos progressivos continuos e levado os ipadgques a concluir que lesdes
cervicais de baixo e alto-grau sao processos thistote infeccdo por HPV. LSIL parece
ser uma manifestagdo transitéria da infeccédo piratlutiva, onde o epitélio infectado
por HPV passa pela diferenciacdo e maturacdo & exibnas pequenas anormalidades
celulares. HSIL, precursor do cancer cervical, mauando a infeccdo pelo HPV
impede a diferenciacdo de células epiteliais, ldoam replicacdo celular continua e ao
acumulo de anormalidades genéticas, que levam rgor&nto de células cancerosas.
LSIL pode se estabelecer antes, ao mesmo tempw auséncia de HSIL (Mosciocki
al., 2006).

Cérvice normal Lesdo intraepitelial escamosa Cancer invasivo
Baixo grau (LSIL) Alto grau (HSIL) I

Neoplasia infraepitelial cervical
Grau 1 (NIC 1) T Grau 2 (NIC Il

T Grava (NIC )

Epitélio escamoso —
\
. —B
AT
/ N—

Camada superficial r

Camada intermedidria | (

Camada basal
Membrana basal
Derme

@D Nucleo com DNA viral € Superexpressdo Integragéo
epissomal deEéeE7 Ll L2 LCR E7 E2!
@ Nicleo com DNA viral ) Express@o de genes | - — - T - T . ‘; ]
‘ integrado precoces e virais ] =
@D Ndcleo normal DNA 123 E1 ! DNA
‘ = celular celular

Figura 9. Progressao das lesfes do colo do uterss células da camada basal do epitélio cervical se
localizam sobre a membrana basal, que é susteptdaalerme. Os HPV acessam as células basais por
meio de micro abras®es no epitélio cervical. Apdseccdo, os genes precoces E1, E2, E4, E5, E6 e E
sdo expressos e 0 DNA viral se replica como DN/S&'mhaI (nucleo roxo). Nas camadas superiores do
epitélio (camadas intermediaria e superficial) nagea viral é replicado em maior escala, e os gédes

L1 e L2 séo expressos. L1 e L2 promovem a encagiiddos genomas virais no nuicleo, iniciando novas
infeccdes. Nas lesBes epiteliais de baixo graure@replicacéo viral produtiva. Uma parte dascgbes

por HPV de alto risco progridem para a neopladiaépitelial de alto grau (NIC IIl). A progressée d
lesBes ndo tratadas ao céncer invasivo esti adaociam a integragdo do genoma do HPV ao
cromossomo do hospedeiro (nicleo vermelho), conerdapou rompimento de E2, e a subsequente
superexpressao dos oncogenes E6 e E7. Fonte: Mattifide Woodmaet al. (2007).
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2.5.1. Co-fatores no desenvolvimento do cancer cervical

Embora muitas mulheres sejam infectadas por HPMWnaoria ndo ira
desenvolver o cancer cervical. Portanto, outrasréatprovavelmente estdo envolvidos
no desenvolvimento desta neoplasia. Os trés parggrupos de co-fatores séo (Mufioz
et al.,2000):

» Co-fatores ambientais ou exdgenos, incluindo regeptivos hormonais,
tabagismo, numero de partos e co-infeccbes comosuagentes sexualmente
transmissiveis;

» Co-fatores virais, como infecgéo por tipos oncogés de HPV, co-infecgao
com outros tipos de HPV ou variantes, carga viiategracao viral,

» Co-fatores do hospedeiro, incluindo hormoniosogeaos, fatores genéticos e
outros fatores relacionados a resposta imune.

O numero elevado de partos leva a manutencao da dertransformacao
na exocérvice por longos periodos, sendo assoc@dam maior risco de
desenvolvimento de lesédo cervical (Autedral, 1996). Desta forma, esse fator de
risco poderia permitir uma exposicdo mais proloregdd zona de transformacéo
ao HPV. Os efeitos do tabagismo no desenvolvimeaddocarcinoma incluem
reducdo da resposta imune na cérvice uterina e danético direto causado pela
carcinogénese relacionada ao tabaco (Vaccaetlial., 2008). Os contraceptivos
hormonais podem agir como co-fatores no desenv@nio do céncer cervical
devido ao aumento da expressao génica do HPV wiceédatravés de elementos de
resposta a hormonios (estrégeno e/ou progestenoregentes na LCR do HPV
(Chanet al.,1989).

Fatores genéticos também podem constituir um risdwional para o
desenvolvimento do cancer do colo do utero. Osnpmdfismo nos genes HLA
(human leucocyte antiggn cujas proteinas expressas estdo envolvidas na
apresentacdo de peptideos antigénicos as célula€D%+, parecem estar
envolvidos na susceptibilidade genética ao deseimehto de cancer cervical
(Maciag et al, 2002). A resposta imunolégica do hospedeiro tamlp@arece ser
um fator importante no desenvolvimento de cancevical, uma vez que mulheres
infectadas com HIV tém uma probabilidade aproxinmaelate quatro vezes maior
de serem infectadas por HPV. Além disso, a infequdioHPV em mulheres co-
infectadas com HIV tem maior probabilidade de sedo persistente (del Mistro e
Bianchi, 2001).
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2.5.2. Prevencao

A estratégia mais utilizada para preven¢cdo do debamento do cancer de
colo do utero é o exame de Papanicolau. Este bssersm coloracdo de células
epiteliais obtidas da cérvice, na expectativa deanormalidades nucleares detectaveis
sejam representativas de lesbes subjacentes dafilidtologicamente. Esse exame
reduz a incidéncia do cancer de colo do Utero amipe a deteccdo, possibilitando a
excisao das neoplasias intraepiteliais cervicaCjMiu do adenocarcinonmasitu (AIS)
antes do desenvolvimento do céancer invasivo. Apgsar diagnostico ser subjetivo, o
exame de Papanicolau é considerado o procedimentoagbr sucesso no controle do
cancer cervical, sendo observada uma reducéo erfi0&ena incidéncia de cancer
cervical, com a aplicacdo efetiva desse exame eisegpalesenvolvidos (Bosch e
Harper, 2006).

2.5.3. Vacinas contra o cancer cervical

Nos ultimos anos as atengdes se voltaram parastbpiosde de prevenir lesbes
pré-cancerosas e 0 cancer cervical por meio deagé@o contra o HPV (Harpet al.,
2004; Reddyet al., 2004; Franco e Harper, 2005; Vikd al., 2005; Lowy e Schiller,
2006). As duas vacinas profilaticas que foram dedgitas e comercializadas, até o
momento, tém como alvos erradicar as infeccedHpos-16, -18, -6 e -11 (Harpet
al., 2004; Villaet al.,2005). Esses tipos de HPV foram escolhidos deaaoHPV-16
e -18 serem os tipos mais frequentemente assocamaesenvolvimento do cancer
cervical no mundo, e responsaveis por cerca de d@4casos de cancer de colo do
Utero e neoplasias intraepiteliais de alto graag BIPV de baixo risco -6 e -11 causarem
cerca de 90% das verrugas anogenitais. A vacinacéala pelo laboratorio Merck
Sharp e Dhome, internacionalmente conhecida comadaSi#®, € uma vacina
guadrivalente que apresenta particulas semelhantésis (VLP -virus like particle$
dos HPV-16, -18, -6 e -11 (Villat al., 2005), e a desenvolvida pela empresa Glaxo
SmithKline, denominada Cervarix®, € uma vacina leinte, contendo VLP dos HPV-
16 e -18 (Harpeet al., 2004). As vacinas mostraram uma eficiéncia de 10@06
protecdo contra o desenvolvimento de lesbes cévjp@-cancerosas e, no caso da
Gardasil®, verrugas genitais causados pelos tigosiV presentes na vacina, com
pouco ou nenhum efeito colateral. A expectativee&de os efeitos de protecdo das

vacinas durem pelo menos quatro anos e meio a garinicio da vacinagdo. Ambas as
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vacinas foram aprovadas pelas autoridades regialatdios Estados Unidos e pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) Brasil.

Em adicdo as vacinas preventivas, estdo sendaadad pesquisas para o
desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra HEW.geral, essas vacinas tém
como alvo as oncoproteinas E6 e E7. Dessa fornp@raese que a resposta imune
contra essas duas oncoproteinas possa erraditamoges ja estabelecidos (Rodsn
al., 2004).

As vacinas contra HPV prometem contribuir muitoapamprevencao do cancer
cervical. Entretanto, algumas questbes ainda n&ammfosuficientemente discutidas,
como a populagéo alvo, a duracao da protecao,to,@iaceitacdo publica e o potencial
para distribuicdo mundial (Speck e Tyring, 200dgmM disso, ndo esta clara a extenséo
em que ocorre reatividade cruzada na resposta imoine variantes intratipo e entre
tipos do HPV. Substituicdes de aminoacidos obsewarh proteina L1 de HPV-16 e
localizadas perto de epitopos neutralizantes sogque infecgdes por variantes podem
evoluir para o escape da neutralizacédo pelo sistemiae do hospedeiro (Varsagtial
2006). Assim, mutacdes pontuais poderiam afetaarsente a eficacia das vacinas
contra HPV, sendo importante determinar os efelssmutagdes sobre a neutralizagéao.
Além disso, é possivel que a esperada diminuicaoUdeero de infecgdes pelos tipos
contemplados nessas vacinas seja acompanhadaupetmta de infeccbes por outros

tipos de HPV mucosotropicos de alto risco.

2.6. Epidemiologia da infec¢ao por HPV

Mundialmente, nota-se uma distribuicdo diversifcada prevaléncia dos
diferentes tipos de HPV, no entanto, essa obsesvag@da tem determinantes
desconhecidos. Estudo sobre a distribuicdo mumttial tipos de HPV em mulheres
assintomaticas revelam que o HPV-16 é o mais comumundo todo. Esse tipo foi, ao
menos, duas vezes mais freqiente que qualquer tqaarde alto risco oncogénico em
todas as regibes, com excecdo da Africa sub-Saareamle o HPV-35 é igualmente
comum. Em seguida, os tipos de HPV mais comumestiechdos no mundo entre
mulheres citologicamente normais foram -42, -58]1 -8 -18, com diferengas
significativas entre as regides. O segundo tipblE¥ mais comum foi 0 -33 na Asia, -
58 na América do Sul e -31 na Europa (Cliffetdal, 2005). Essa heterogeneidade na
distribuicdo mundial dos tipos do HPV pode ter icggdes no desenvolvimento e no

impacto de testes de diagndstico e vacinas (Fitlra
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Figura 10. Distribuicdo de tipos de HPV em mulheres citologiaaente normais por regido.Fonte:
Modificado de Cliffordet al. (2005)

A associacao de tipos especificos de HPV com lesépscais de alto grau
refletem o maior potencial oncogénico desses tis.HPV -6, -11 e -42 estédo
associados, principalmente, ao desenvolvimented®igas genitais benignas e NIC de
baixo grau (Wileyet al, 2002), enquanto outros tipos, como -16, -18 ename
freqientemente, -45, -31, -33, -58, -52, e -35arfoidentificados como 0s principais
causadores da maioria dos casos de cancer ceevEahs lesbes precursoras de alto
grau (Cliffordet al, 2003) (Figura 11).

O HPV-16 é encontrado em mais de 50% dos canceregas escamosos,
seguido do HPV-18, enquanto que, nos casos de ealenmma, se observa o
contrario, sendo o HPV-18 mais prevalente que o HBVArendset al, 1993; Lizano

et al, 1997). Esses dois tipos virais sdo responsavaisdpis tercos de todos os
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carcinomas cervicais no mundo. Estima-se que o HFP¥eja responsavel por cerca de
60% dos canceres cervicais, com o0 HPV-18 contrdmugom 10 a 20% (Cliffordt al,
2003).

Taxonomicamente, os HPV dos tipos -31, -33, -38, -58 pertencem a espécie
Human Papillomavirus 180 génerdAlphapapillomaviruse estdo entre os oito tipos de
HPV mais prevalentes no cancer cervical invasivif¢@d et al, 2003) (Figura 3).
Apesar de serem tipos virais relacionados ao HP\&drevaléncias mundiais desses
tipos no cancer cervical é bastante distinta (Riglt). Comparado com a citologia
normal, o risco relativo para cancer cervical imnaslos tipos relacionados ao HPV-16
foi de 14,88, além de terem sido observados rissados para os HPV-31 (RR= 3,4),
-33 (RR=3,4), -52 (RR =12,8) e -58 (RR=11,2) (Eeet al, 1999).
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50 1 Total de 10058 casos de carcinoma cervical invasivo Total de 8550 casos de carcinoma cervical escamoso no mundo
2 40 O carcinoma escamoso
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o
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Figura 11. Distribuicao de tipos de HPV no cancer cervical(A) Numero total de casos de cancer
cervical no mundo por tipo histolégico, (B) Niumdotal de casos de cancer cervical na Asia. Fonte:
Modificado de Cliffordet al (2003).

E interessante observar que os HPV-52 e -58 saticylarmente mais
prevalentes na Asia (Cliffordt al, 2003) (Figura 11). No Jap&o, o segundo genétipo
mais comum entre lesdes de alto grau é o HPV-5f prevaléncia é de 15%,
seguido do HPV-52 (12%) (Sasagawhal, 2001). Assim como no Japao, em
Hong Kong, China, o segundo genotipo mais freqimeatde detectado € o HPV-
58 (23,8%). Nesse estudo, foi observado que o H®¥fesentou uma associacao
significativa com o desenvolvimento de NIC e caooma cervical (RR = 3,98),
além de uma tendéncia significativa de aumentordagbéncia desses tipos com o
aumento da severidade das lesbes (CGdtaal, 1999). Linet al. (2006) também
observaram que o HPV-52 é o segundo tipo de HP\s magvalente (21,3%),
seguido do HPV-58 (19,9%) em amostras de mulherestadas com tipos de alto
risco em Taiwan, China. Além disso, o HPV-52 (23,220 tipo de HPV mais
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prevalente nas Filipinas em amostras de mulheresles&o cervical, seguido dos
HPV-16 (19,6%) e -58 (10,7%) (Miyashiégaal, 2009).

A alta prevaléncia do HPV-58 também tem sido rdtam outros continentes,
em regides geograficas especificas. Interessantep@n um estudo na fronteira entre
os Estados Unidos e o México, foi observado que RVHI6 é o gendtipo mais
comumente encontrado, tendo sido detectado em 2da3%mulheres mexicanas e em
12,5% das mulheres americanas que apresentavaes ldedalto grau. O segundo
genotipo mais frequentemente detectado na populagi@ana € o HPV-58, enquanto
que, entre as mulheres americanas, é o HPV-18igGaust al, 2001). Em um estudo
com pacientes da populagdo em geral na Espanhajulieeres de origem latina
apresentavam como segundo anticorpo mais prevaterdati-HPV-58, o qual foi
detectado em 42,7% das mulheres. Entretanto, astneulheres européias estudadas, o
segundo anticorpo mais detectado foi o anti-HPY281,3%), seguido do anti-HPV-18
(24,1%) (Touzeet al, 2001).

Os dados sobre as prevaléncias dos diferentesdgéd”V no Brasil ainda séo
bastante limitados, entretanto, a distribuicdo elefipos ndo parece ser homogénea por
todo pais. Como relatado mundialmente, o HPV-165(8% € o tipo mais prevalente
entre amostras de HSIL de mulheres do Rio de &ang@ndo o segundo tipo mais
prevalente o HPV-18 (11,2%), seguido dos HPV-36%#,e -58 (3,9%) (Pereiet al,
2007) Um estudo, realizado em Recife, Pernambumoamostras de mulheres com
les&o cervical, mostrou que o HPV-16 (55,1%) éo tile HPV mais frequentemente
detectado, seguido dos HPV-31 (15,6%), HPV-33 (),HPV-58 (8,2%) e HPV-18
(4,7%) (Lorenzateet al, 2000). Em Belém, Para, Noronbaal (1999) observou que
21,2% das amostras de neoplasia intraepitelialicd@rdl e 1l (NIC 1l e 1I)
apresentavam HPV dos genotipos -31, -33 e -58. §indes desenvolvidos pelo nosso
grupo de pesquisa no Distrito Federal com amosigdsesao cervical, a prevaléncia do
HPV-16 é de 49,2%, seguido pelo HPV-58 (13,43%)}RV-31, terceiro tipo mais
frequentemente detectado, apresentou uma prevaléecill,9%; os HPV-18 e -33,
4,5%, sendo os quintos tipos mais prevalentes; l#R3&-35 e -52, sétimos tipos mais
frequentes, apresentaram a prevaléncia de 1,5%g@&mnal, 2003). A andlise de
amostras HIV positivas revelou a prevaléncia de HB\¢ HPV-52 em 14,1% e 9,2%,
das amostras, respectivamente. O terceiro gendig® prevalente € o HPV-35 (7,8%),
seguido dos HPV-58 (4,7%) e -31 (3,1%) (Cerqueiral, 2007).

39



2.7. Estudos da variabilidade genética

Ha indicacbes de que variantes do mesmo tipo de ldP&fem em suas
propriedades biologicas e patogénicasé€iXal, 2007; Bernard, 2005). Tais diferencas
podem contribuir para as disparidades na incidédeiacancer cervical em todo o
mundo. Variantes de um mesmo tipo de HPV tambéracpar apresentar diferencas
guanto ao risco de progressdo das lesdes. A ad@l® genética dos HPV de alto
risco, mais frequentemente ligados ao céncer aitagenl6é e -18, tém sido
extensivamente estudados @i al, 1997; Zehbeet al, 1998; Schmidet al, 2001;
Torneselloet al, 2000; Arias-Pulideet al, 2005; de Boeet al, 2004, 2005; Wet al,
2006; Xiet al, 2006; Alencaet al, 2007).

Estudos de variabilidade genética de isolados dé-HPe HPV-18 coletados
nos 5 continentes revelaram uma co-evolucdo degies com os trés maiores ramos
filogenéticos humanos (africanos, caucasianosaiass) (Hoet al., 1993; Onget al.,
1993). A Figura 12 mostra a arvore filogenéticaHiR/-16, destacando os cinco clados
nos quais os variantes foram agrupados: Europeu ABatico (As), Asiatico—
Americano (AA), Africano 1 (Af-1) e Africano 2 (A?) (Hoet al.]1993).

Af 1 I:,,S;f“ AN
14

AN-10-

Figura 12. Arvore filogenética do HPV-16.0s variantes foram caracterizados baseado na sgqiién
de um fragmento de 364pb da LCR. Foram analisadasaBostras provenientes de 25 grupos étnicos
distintos. Fonte: Ho et al. (1993).

Estudos foram realizados com o objetivo de invastige os modelos de
diversidade intratipo observados para os HPV-168 poderiam ser aplicados para

outros HPV de alto risco associados ao canceraandesses estudos multicéntricos
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analisaram a diversidade genética da LCR dos HRV3%l -52 e -58 (Calleja-Macias
et al., 2004, 2005) e dos HPV-53, -56 e -66 (Pratl@l., 2005; Kocjanet al, 2007).
Além disso, Khouadriet al. (2006) analisaram filogenéticamente as sequérdd#as
variantes do HPV-33. Em geral, esses autores aosenvpoucas semelhancas com os
padrbes observados na andlise de variantes dos1dRY/-18, mostrando uma alta
conservacgao das sequéncias da LCR entre os var@dedees tipos virais. Alguns ramos
com poucos isolados de lugares geograficos espexiforam encontrados entre os
variantes dos HPV-31, -52, -53 e -56, além da raagfio dicotbmica das arvores dos
HPV-33, -35, -53 e -56, nunca antes descrita pareanves de HPV, e a auséncia de
qualguer associacdo geogréfica para os variante’¥e58 e -66.

A analise filogenética de 67 amostras de HPV-3%,quais foram detectados 28
variantes distintos, revelou a presenca de doi®sarom poucos isolados de regides
restritas, um com amostras da Africa do Sul e otra amostras do México (Calleja-
Macias et al, 2004, 2005) (Figura 13). Em ambos estudos coddezpor Calleja-
Maciaset al (2004) e Khouadret al. (2006), 25 variantes de HPV-33 (Figura 14) e 12
variantes de -35 (Figura 15) analisados formarams dgrupamentos marcadamente
separados pela auséncia ou presenca de uma ddie@@pb e uma insercao de 16pb,
respectivamente, na LCR desses isolados, o queraoafarvore filogenética de ambos
tipos virais uma topologia dicotdbmica. Similarmeréefilogenia do HPV-16, foi
sugerida a presenca de um ramo Asiatico-Nativo Avaeo, formado por isolados de
Hong Kong, Taiwan, Tailandia, Brasil e México, m&lse filogenética de 66 amostras
do HPV-52 (Figura 16). A arvore filogenética deiSadlados (21 variantes) do HPV-58
mostrou a mais alta conservacdo das sequénciaRaehtre os tipos relacionados

taxonomicamente ao HPV-16 (Figura 17).
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Figura 13. Diversidade intratipica do HPV-31.As arvores filogenéticas mostram a relagcéo entre os
28 variantes obtidos a partir da analise da LCB®tamostras. Os tridngulos indicam as sequéncis do
variantes detectados e utilizadas na arvore m&&ar.Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei,
México (MX); Cidade do Cabo, Africa do Sul (SA);tBdos Unidos (USA); Marrocos (MR); Noruega
(NW); Mali (ML); Timor-Leste (TL); Taipei, TaiwanTW). Fonte: Calleja-Maciast al. (2005).
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Figura 14. Diversidade intratipica do HPV-33. As arvores filogenéticas mostram a relagcéo entre os
25 variantes obtidos a partir da andlise da LCRwrdestras de HPV-33. As arvores mostram a relacéo
entre 0s nove variantes obtidos a partir da andiiseCR de 44 amostras. BR: Sao Paulo, Brasil; MT:

Montreal, Fonte: Khouadat al.(2006).
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Figura 15. Diversidade intratipica do HPV-35. As arvores filogenéticas mostram a relagcéo entre os
12 variantes obtidos a partir da analise da LCR&amostras. Os triangulos indicam as sequéncis do
variantes detectados e utilizadas na arvore m&#ar.Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei,
México (MX); Cidade do Cabo, Africa do Sul (SA) st&dos Unidos (USA); Marrocos (MR); Noruega
(NW); Heidelberg, Alemanha (HE); Taipei, Taiwan (JVFFonte: Calleja-Maciast al. (2005).
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Figura 16. Diversidade intratipica do HPV-52. As arvores filogenéticas mostram a relagcéo entre os
17 variantes obtidos a partir da analise da LCR&lamostras. Os triangulos indicam as sequéncis do
variantes detectados e utilizadas na arvore m&&ar.Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei,
México (MX); Edimburgo, Escécia (ED); Cidade do Gal\frica do Sul (SA) e Oklahoma, Estados
Unidos (OK); Marrocos (MR); Noruega (NW); HeidelgerAlemanha (HE); Filipinas (PH); Taipei,
Taiwan (TW). Fonte: Calleja-Macias al. (2005).
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Figura 17. Diversidade intratipica do HPV-58. As arvores filogenéticas mostram a relagcéo entre os
21 variantes obtidos a partir da analise da LCR®amostras. Os tridngulos indicam as sequéncis do
variantes detectados e utilizadas na arvore m&&ar.Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei,
México (MX); Edimburgo, Escécia (ED); Cidade do Gal\frica do Sul (SA) e Oklahoma, Estados
Unidos (OK); Taipei, Taiwan (TW) e Filipinas (PHhonte: Calleja-Maciast al.(2005).
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2.8. Variabilidade genética e potencial oncogénico
Algumas diferengas na sequéncia de nucleotideosntadas entre os

variantes de um tipo, podem levar a alteracdo noea@cidos codificados, levando a
potenciais oncogénicos distintos entre os difesewégiantes. Mutacfes na sequéncia de
nucleotideos da regido LCR poderiam resultar ndgpea capacidade de ligagdo de um
fator transcricional especifico, na mudanca dos$éo de reconhecimento, aumentando
ou diminuindo a afinidade de fator de transcri¢cdjpeeifico, ou, ainda, na alteracdo de
sua habilidade em interagir com outras proteinasn@d, 2002). Na proteina L1, uma
ou mais alteragdes de aminoacidos poderia repegsemia mudanca conformacional na
proteina do capsideo e, assim, poderia afetar, &anla conformacédo de epitopos
relevantes para neutralizacéo viral (Sichero eay#006) (Tabela 1).

Diferentes estudos tém sido conduzidos com o oiét analisar a associacao
entre um maior risco de infecgao persistente eésemolvimento de lesdes cervicais e
variantes especificos dos HPV-16 e -18. Os difestipos de HPV tém potencial
oncogénico distinto e, da mesma forma, os variantetipo também podem apresentar
oncogenicidade diferenciada. Varios estudos sugegmos variantes Europeus estao
associados a um menor risco de desenvolvimentesdes$ de alto grau, enquanto que
variantes nao-Europeus estariam associados a umr migco de incidéncia e
prevaléncia dessas lesdes @fial., 1997; Villa et al., 2000; Berumeret al., 2001,
Hildesheimet al, 2001; Xiet al, 2006). Além disso, variantes nao-Europeus, tdoto
HPV-16 quanto do HPV-18, tém sido associados commuaror risco de infec¢des
persistentes (Villet al.,2000; Xiet al, 2006).
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Tabela 1. ImplicagBes funcionais da variabilidade genética dédPV. Fonte: Modificado de Sichero e
Villa (2006).

Regido ImplicacBes funcionais

variavel

Mudanca na afinidade de ligacao de diferentes fatores celulares de transcricdo
LCR Criacéo ou eliminacédo de sitios de ligacdo de fatores transcricionais
Mudanca na atividade transcricional

Maior ativacao da telomerase

Mudanca na ligacao e degradacao de proteinas celulares
E6 Mudanca na ativacao de vias celulares

Geracao e manutencédo do fenétipo transformado

Monitoramento imune do hospedeiro

Mudanca na ligacao a proteinas celulares
E7 Mudanca na ativacao de vias celulares
Geracao e manutencédo do fenétipo transformado

E5 Mudancga na atividade de transformacéo

Alterac&o de epitopos de L1 dependentes de conformacao e que séo relevantes

L1 S A
para neutralizag&o viral

Mudanca na atividade transcricional
E2 Maior tendéncia de integracao
Maior eficiéncia na replicacao

Até o momento, foram realizados poucos estudosesmbvariantes de outros
tipos de HPV de alto risco menos prevalentes quedRé-16 e -18. O conhecimento
sobre a variabilidade genética desses tipos e edagdo com o desenvolvimento de
cancer cervical, portanto, ainda € bastante limit&®i observada uma associacéo entre
variantes especificos dos HPV-33, -35, -52 e -58 agersisténcia da infec¢do e com a
severidade da neoplasia. Gagnemnal. (2004) mostraram que a presenca de uma
delecdo de 78pb na LCR de variantes de HPV-33impdismos especificos do gene
E7 de variantes de HPV-35 estdo associados comsestgacia da infeccdo por esses
virus. Além disso, foi detectada uma associacae emh polimorfismo na sequéncia da
LCR do HPV-33 e a presenca de HSIL (Khouadil, 2006). A variabilidade genética
na LCR de variantes de HPV-52 também foi assoa@apersisténcia da infeccdo (Aho
et al, 2004). Na andlise da diversidade das sequéneig® @ E7 de variantes de HPV-
58 (Chanet al, 2002) e -52 (Ahcet al, 2003), foi observado que a variabilidade
genética era maior na regido do gene E7 que emark@pntraste com o HPV-16, onde
E6 apresenta maior variabilidade que E7 (Zedtbal,1998; Nindlet al, 1999). Além
disso, foi observado que variantes de E7 de HP¥eb8ndo a substituicdo T201/G63S
estavam significativamente associados com o aunwmtasco de desenvolver cancer
cervical (Charet al, 2002).
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3. Justificativa e Objetivos

Até o momento, poucos estudos foram realizadoslesvdo os variantes de
tipos de HPV de alto risco oncogénico menos prev@éeque os HPV-16 e -18. Estudos
sobre a variabilidade genética intra-tipica de Hiad importantes, visto a associa¢ao
positiva de variantes especificos de HPV-16 e -8 resco de desenvolvimento de
lesGes cervicais (Xt al, 2006; Sicheret al, 2007), além das diferencas bioquimicas
e biolégicas exibidas entre esses variantes (Stopplal, 1996a; Chocet al, 2000;
Lichtig et al, 2006).

A andlise da atividade transcricional viral temosgmpregada no intutito de
estabelecer relacdes entre substituicbes nucleasidispecificas na LCR e diferencas
no potencial de malignidade entre os diferentemntes de HPV-16 e 18 (Verestsal.,
1999; Kammeeet al.,2000; Tornesell@t al.,2000; Sichereet al, 2005). Ao contrario
do que é observado para os HPV-16 e -18, nenhiallia até o momento analisou a
atividade transcricional de variantes de outrosstigge HPV de alto risco.

Em algumas regides do Brasil, incluindo a Centret@eexiste uma caréncia de
dados sobre os variantes intratipo de HPV em aa®stlte cancer cervical,
especialmente no que concerne a tipos menos pnéesleNosSso grupo iniciou a
caracterizacao de variantes dos HPV de alto riscogenico de amostras oriundas do
Distrito Federal, além dos HPV-16 e -18. Cerqueiral. (2003) e Veragt al. (2005)
analisaram sequéncias de L1 de amostras do Distgderal previamente
genotipadas como HPV-53, -58 e -66, permitindo sadarizacdo de novos
variantes, contendo ou nao substituicdbes ndo sdeas. A deteccdo de novos
variantes também foi observada no estudo desermlgor Wyant (2007) onde
foram analisadas a variabilidade genética da LCi#hb® genes E6 e L1, além da
filogenia dos HPV-53, -56 e -66.

Adicionalmente, as sequéncias da LCR de variargd4R)V/-58 foram objeto de
pesquisa do nosso grupo de estudo. Trés variaptédP¥-58 detectados no Distrito
Federal foram caracterizadas juntamente com oottidas de amostras de HPV-58
oriundas de Sao Paulo, como parte do estudo imiema multicéntrico coordenado
internacionalmente pelo Dr. Hans-Ulrich Bernard ifldrsidade da Califérnia-Irvine,
EUA) e no Brasil pela Dra. Luisa Lina Villa (Instib Ludwig de Pesquisa sobre o
Cancer, Sao Paulo) (Calleja-Macetsal.,2005).
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Devido a importancia epidemiolégica do HPV-58 enria® paises do
mundo, torna-se fundamental ampliar o conhecimerscerca de suas
caracteristicas e propriedades moleculares para epie tipo de HPV seja
considerado na elaboracdo de vacinas e para cong®ea associacdo do HPV-58
com determinadas populacdes, como o que € obseeradalguns paises da Asia,
Ameérica Latina e nas regifes Norte, Nordeste e l©0e@este do Brasil (Camard
al., 2003, Charet al,, 1999, Giuliancet al, 2001, Lorenzatet al, 2000, Noronha
et al, 1999, Touzeet al, 2001, Sasagawet al, 2001).

Estudos epidemiolégicos mostraram que os HPV-33,, -35, -52 e -58 estao
entre os dez tipos de HPV mais prevalentes em amsod¢ cancer cervical (Cliffort
al., 2003; IARC, 2007). O presente estudo teve conpetisb ampliar o conhecimento
sobre a variabilidade genética desses tipos de ##¥Ito risco oncogénico, além
de verificar a possivel implicacdo que as variagdeseotidicas na LCR podem
ter sobre a atividade transcricional dos variadie$iPV-58 detectados no Distrito
Federal. Desta forma, os objetivos deste trabadnant:

3.1. Gerar dados sobre a variabilidade genética da LCR dos genes L1 e E6 de
isolados de HPV-31, -33, -35, -52 e -58 encontraduas Distrito Federal;

3.2. Descrever a composicdo de potenciais sitios de [ga para fatores
transcricionais celulares e viral na LCR do variane protoétipo destes tipos
virais;

3.3. Verificar quais alteracbes na sequéncia de nucleddos da LCR dos
variantes moleculares poderiam estar associadas #datencas na ligacéo de
fatores de transcricao celulares e viral,

3.4. Verificar se as variacdes nucleotidicas nos gene$ e L1 resultam em
subtituicbes de aminoacidos conservativas ou nao;

3.5. Comparar a variabilidade genética das regides LCRE6 e L1 dos isolados
do Distrito Federal com a descrita na literatura;

3.6. Realizar a andlise filogenética desses cinco tipde HPV e comparar 0s
resultados obtidos em outros estudos;

3.7. Analisar a atividade transcricional dos variantes emutantes de HPV-58
detectados no Distrito Federal;

3.8. Divulgar os resultados obtidos por meio de publicdies cientificas e em

eventos nacionais e internacionais sobre o tema.
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4. Material e Métodos

4.1. Procedéncia das amostras

Amostras de DNA de doze isolados de HPV-31, setdfM-33, seis de HPV-35,
quatro de HPV-52 e oito de HPV-58 foram obtidasdipda descamacéo de células do
colo uterino de pacientes atendidas em hospitaiedia publica do DF e entorno em
estudos conduzidos por Camataal. (2003) e Cerqueirat al. (2007). Para todas as
pacientes, foram realizadas andlises citolégicasnbos os estudos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretariastigld de Satide do Governo do
Distrito Federal. Essas amostras foram previameggaotipadas por meio da
amplificacdo de um fragmento do gene L1 com odadares MY09/11, seguida da
digestdo do produto amplificado com sete enzima®skeicdo BamHI, Dde, Hadll,
Hinfl, Pst, Rsd e SawBAIl) e posterior analise do perfil de digestdo (Bed et al,
1994) ou por seqglienciamento automatico.

4.2. Amplificacdo do DNA Viral

Para a andlise de variabilidade genética foram ifiocgulas as regides
gendmicas LCR, E6 e L1 das amostras de HPV-31, -33, -52 e -58 descritas
anteriormente. Para a amplificacao das regides € ER de amostras de HPV-31, -35, -
52 e do gene E6 de amostras de HPV-58 foram utdizaniciadores especificos
descritos por Calleja-Macia al. (2004, 2005). Iniciadores especificos foram também
desenhados para a amplificacdo da LCR e do gede Bfostras de HPV-33 e da LCR
de amostras de HPV-58 (Tabela 2). Adicionalmerg@naostras de todos os tipos virais
analisados foram amplificadas utilizando-se osiadicres MY09/MY11 para a analise
da sequéncia de um fragmento de aproximadamenfg44® gene L1 (Manost al,
1989).
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Tabela 2. Iniciadores especificos desenhados para a amplifig@o da regido LCR do HPV-33 e do
gene E6 dos HPV-33 e -58.

. Posicéo . o Tamanho do
Iniciador . Sequéncia do iniciador
nucleotidica fragmento
33LCR-F 7057 — 7076 cacatcgtctgcaaaacgca
1027pb

33LCR-R 154 - 174 agttgtctccaatgcttggca

33E6-F 29 - 50 gtagggtgtaaccgaaagcggt 5730b

33E6-R 580 - 601 tcctttaacgttggcttgtgte P
58LCR-F 7091 - 7115 cctactacccgtgcaccatccacc 8780b
58LCR-R 121 - 145 cgcagaggagaaaccacggacattg P

" Os iniciadores estio na orientacdo-53'.
” PosicBes relativas as sequéncias protétipos do B8himero de acesso: M12732) e HPV-58
(nimero de acesso: D90400), disponiveis no GenBank.

As reacdes de PCRP¢limerase Chain Reactipnforam realizadas no
termociclador MJ Research PTC-100 (GMI, Minnes&tdA), em um volume final de
50uL, contendo 10-15pL do material genémico obtiddmM de MgC] (Invitrogen,
California, EUA), 250uM de dATP, dCTP, dTTP e dGTRvitrogen, Califérnia,
EUA), 40pmoles de cada iniciador e 1U deq DNA polimerase (Invitrogen,
Califérnia, EUA). As seguintes condi¢des foram adas: 40 ciclos de desnaturacéo a
95°C por 1lminuto, anelamento a 51 ou 55°C por ltoimrualongamento a 72°C por
2minutos. A desnaturacdo do primeiro ciclo e o géonento do ultimo ciclo foram
estendidos por 5 e 8 minutos, respectivamente.

Todas as reacOes de PCR incluiram controles negationsistindo da mistura
de reacdo, porém sem DNA. Os produtos de PCR abtidam analisados por

eletroforese em gel de agarose 1%, corado com hoaheectidio a 0,5%.

4.3. Clonagem dos produtos de PCR
4.3.1. Obtencgéao dos plasmidios recombinantes
Apo6s a amplificacdo, 3 amostras de HPV-58 foranifipadas utilizando-se o
kit DNA and gel band purificatiofAmersham Biosciences, Nova Jérsei, EUA), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Em segaid=fjciéncia da purificacéo foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%gdoarom brometo de etidio a 0,5%.
A reacado de ligacdo dos produtos de PCR ao plasnmp@EM-T easy (Promega,

Madison, EUA) foi realizada seguindo as instrugde$abricante.
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Além disso, os produtos de PCR de 8 amostras g@sepavam co-infeccdo
por mais de um tipo de HPV também foram clonadosp&&M-T easy (Promega,
Madison, EUA), de acordo com as instrucfes do d¢ahte. Este procedimento foi
realizado para a selecéo dos clones que apresenfeagmentos de DNA referente a
um dos cinco tipos de HPV analisados neste estmiam sequenciados pelo menos
dois clones do mesmo tipo viral para cada regifi@meca.

4.3.2. Transformagédo de bactérias E. coli

Os plasmidios recombinantes foram utilizados parssformar bactérias. coli
da linhagem DH&, pelo método de choque térmico. Inicialmentgill@a solugéo
contendo os plasmidios foram incubados comuBQfas células competentes em gelo
por 30 minutos. Em seguida, as células foram subasef 42°C por 2 minutos, em
banho-maria, e novamente transferidas para o geld minuto. Foram adicionados aos
tubos 70QL de meio liquido 2xYT (1,6mg/mL de triptona, 1,0imd. de extrato de
levedura e 85,6mM de NaCl) que em seguida forambiados a 37 °C por 1 hora. Apés
a incubacéo, os tubos foram centrifugados por lutmim 10.000 rpm na centrifuga
Jouan A14/V1 (JouanSt-Herblain, Franca)e 70QL do sobrenadante foram
removidos por aspiracdo. As bactérias foram esgatham placas de Petri contendo
meio solido 2xYT (4gar a 1,5%), contendo 16,7 naelIPTG, 800ng de X-Gal e
4mg/mL de ampicilina.

As placas de Petri foram incubadas por aproximadtenkE2 horas em estufa a
37°C. As colonias formadas foram de dois tipos:isazguando apenas o vetor re-
circularizado foi incorporado, e brancas, indicandwesenca do fragmento de interesse
inserido no vetor, uma vez que o0 gene Lac-Z figariompido. Assim, a enzim@
galactosidase néo é codificada e, portanto, mesmpresenca do indutor (IPTG), o
analogo da lactose (X-gal) ndo é clivado e, naady@osicao do pigmento azul. As
colonias brancas, correspondendo aos clones rencantbs, foram transferidas para um
tubo contendo 6ml de meio de cultura liquido 2xY®uk de ampicilina (5Qg/ml), e
incubadas a 3T por aproximadamente 12 horas, sob agitacao.

O DNA plasmidial foi extraido utilizando-se it Wisard™ Plus SV Minipreps
DNA Purification System(Promega, Madison, EUA) seguindo as instru¢cdes do

fabricante.
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4.4. Sequenciamento de DNA

Os produtos de PCR que apresentaram o tamanho aéspeforam
purificados por precipitacdo com acetato de amonjbM e etanol 100% e
sequenciados automaticamente pelo método dideaxidtal fluorescente
utilizando-se oDYEnamic™ ET Dye Terminator KiMegaBACE™ Amersham
Pharmacia Biotech, NY, USA), no Sistefdimlecular Dynamics MegaBACEOO plus
(Amersham Pharmacia Biotech, NY, USA) no laboratae Biologia Molecular da
Universidade de Brasilia, ou na plataforma de segjdmento da EMBRAPA -
CENARGEN utilizando-se &it ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction (Applied Biosystems, Califérnia, EUA). As reacdede
sequenciamento foram realizadas com os mesmosadues utilizados para a
amplificacdo das amostras. Os plasmidios recombesambtidos da clonagem dos
produtos amplificados das amostras com infecc¢édo rpoltiplos tipos de HPV
foram sequenciados diretamente utilizando-se agaidores universais M13, que
anelam na sequéncia do vetor pGEMeasy proximo ao sitio de clonagem

multiplo, amplificando, assim, a sequéncia intradaz

4.5. Andlise das sequéncias de DNA obtidas

A qualidade das sequéncias obtidas nas reacdesgdersiamento automatico
foi analisada pelo programa PHRED (Ewirg al, 1998). As comparacdes foram
realizadas usando-se o programa BLASHagqic Local Alignment Search Tdol
(Altschul et al, 1990), disponivel no sitio www.ncbi.nim.nih.goWBST. As
sequéncias foram analisadas quanto as divergémeiaeotidicas em relacdo as
sequéncias protoétipos dos HPV-31 (numero de acéd4353), -33 (nuUmero de acesso:
M12732), -35 (nimero de acesso: M74117), -52 (nanuer acesso: X74481) e -58
(nimero de acesso: D90400), disponiveis no GenBankjtio www.ncbi.nlm.nih.gov.
O alinhamento das sequéncias protétipos e das @wan ambas as orientagdes foi
realizado pelo programa CLUSTAL W (Thompseh al, 1994) e otimizado por
inspecado visual do cromatograma gerado para caplésea por meio do programa
Chromas© (Technelysium Pty). As sequéncias de &uidos foram deduzidas e
comparadas a sequéncia protétipo correspondentéipaodos isolados virais. A
conservacao das propriedades fisico-quimicas dosanidos substituidos também foi

verificada pelo programa BLAST.

54



As sequéncias da LCR dos isolados de HPV-31, 55¢--58 foram utilizadas
para a determinacdo da distancia genética inttatitara tanto, a sequéncia de cada
isolado de todos os tipos de HPV analisados foipamada com as outras sequéncias
caracterizadas neste estudo e, também, com agdssniveis no GenBank do
respectivo tipo viral. O mesmo procedimento foiicgado as sequéncias de L1 dos
isolados de HPV-33. As delecdes e insercdes ddtesctioram consideradas como
eventos Unicos. As sequéncias dos variantes aiadadascritos na literatura foram
depositadas no GenBank, com o0s seguintes numeroaceleso: LCR Bsb-36 -
FJ202000; LCR Bsb-299 - FJ202001; E6 Bsb-216 - FJ2B; E6 Bsb-233 - FJ202003;
L1 Bsb-23 - FJ202004; L1 Bsb-24 - FJ202005; L1 B$b-FJ202006; LCR Bsb-121 -
FJ202007; LCR Bsb-15 - FJ202008; L1 Bsb-20- FJ2020CR Bsb-295 - FJ202010;
LCR Bsb-329 - FJ202011; LCR Bsb-367 - FJ202012 (Ané.

4.6. Predicéo de sitios de ligacéo para fatores de tracricdo na LCR

Provaveis sitios de ligacéo para fatores de trag@s&cna LCR dos HPV-31, -33,
-35, -52 e -58 foram preditos utilizando-se as éagias prototipos de cada um dos
cinco gendtipos por meio do programa MATCH™ (Kehl, 2003), disponivel no sitio
www.gene-regulation.com/pub/programs.html#matcipr@yrama MATCH utiliza uma
biblioteca de matrizes de nucleotideos do prograRANSFAC® 7.0 (Wingendeet
al., 1996) e procura sequéncias que combinem entreafiizes de nucleotideos que
definem um sitio de ligagdo para um determinadw f&& transcricdo e uma sequéncia a
ser analisada. Valores det-off e niveis de coincidéncia estabelecidos pelo progra
foram utilizados a fim de minimizar o nimero deséa negativos e falsos positivos.
Nestas analises foram usadas as matrizes dosdstiagacao dos fatores de transcricao
AP-1, E2, GRE, NF-1, Oct-1, “TATA-box”, YY1, CEBBpl e c-Myc/c-Max, uma vez
gue ja foi demonstrado que estes se ligam nas LGSRH&V-16 e -18.

4.7. Analise filogenética
As sequéncias da LCR obtidas dos HPV-31, -35, -538eforam usadas na
construcdo das arvores filogenéticas, juntament® @3 sequéncias previamente
descritas por Calleja-Macias al. (2004, 2005) depositados no GenBank. Para a analis
filogenética dos HPV-31, -35, -52 e -58 foram usaffagmentos da LCR de 503pb,
514pb, 631pb, e 607pb, respectivamente. No totanfoutilizadas para a analise
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filogenética, 79 sequéncias de HPV-31, 51 de HPV735de HPV-52 e 102 de HPV-
58.

Para a andlise filogenética do HPV-33 foram utilsfragmentos de 330pb do
gene L1 gerados neste estudo, além de sequéncisslaidos descritos por Stewaitt
al. (1996) depositadas no GenBank, totalizando 9 seipse

O alinhamento das sequéncias foi realizado por meiprograma CLUSTAL
W (Thompsonet al, 1994) e a construcdo das arvores filogenéticas mpétodo de
Méaxima Parsimodnia utilizando-se o conjunto de paotas PHYLIP (Lake, 1987). Os
valores débootstrapforam calculados pelo método UPGMA com algoritnog IDet e
1000 réplicas. A sequéncia dmtgroup utilizada em cada andlise filogenética foi
escolhida por meio da analise de Dot Plot no progrBioEdit (Hall, 1999). As arvores
obtidas para os HPV-31, -35, -52 e -58 foram coaqs aquelas descritas por Calleja-
Maciaset al. (2005).

4.8. Analise da atividade transcricional do promotor deE6/E7 de variantes de

HPV-58

4.8.1. Amplificacdo da LCR

Inicialmente, as amostras contendo os trés vasantdeculares e a sequéncia
protétipo do HPV-58 (Matsukura e Sugase, 1990)nfiocéonadas em pGEM conforme
descrito no item 4.3.1. Em seguida, estes plassiidayam utilizados para a
amplificacdo de um fragmento do genoma de 794ptegpondendo a LCR completa.
As sequéncias dos iniciadores utilizados enconsama Tabela 3.

Tabela 3. Iniciadores utilizados para a amplificacdo da LCR @s variantes de HPV-58.

Iniciador” Posicdo nucleotidica Sequéncia do Iniciador
H58LCR-F 7140 — 7158 cgtattGGTACEattgtctgttgggtaat
H58LCR-R 91 -115 atgacgAAGCTfccgtgcgttagctacac

" Os iniciadores estdo na orientagéo-53'.

Posicdes relativas a sequéncia protétipo do HP\(FiBnero de acesso: D90400), disponivel no
GenBank.
" GGTACC e AAGCTT sdo as sequéncias reconhecidass pahdonucleases de restrigépnl e
BanHl, respectivamente.

As amplificagbes foram realizadas no termociclallr Research PTC-100
(GMI, Minnesota, EUA), em um volume final de 50utontendo 50ng de cada
plasmidio, 60mM de Tris-SO(pH=8,9), 18mM de (Nk),SQ;, 5mM de MgSQ,
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250uM de dATP, dCTP, dTTP e dGTP (Invitrogen, @atifa, EUA), 2U de
PLATINUM® Taq DNA Polymerase High FidelitfInvitrogen, Califérnia, EUA) e
200nM de cada iniciador. As seguintes condicbesinforadotadas: 40 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 1minuto, anelamento a 55Ut por 1minuto e alongamento
a 72°C por 2 minutos. A desnaturacdo do primeiotocé o alongamento do ultimo
ciclo foram estendidos por 5 e 8 minutos, respaniente. Os produtos de PCR
obtidos foram analisados por eletroforese em gelagarose 1%, corado com
brometo de etidio a 0,5% para verificacdo da qadikddo DNA.

Em seguida, os produtos de PCR foram purificadogrmoo dokit Wizard SV
Gel and PCR Clean Up SystdPromega, Madison, EUA), seguindo as instru¢des do
fabricante.

4.8.2. Digestao dos produtos de PCR obtidos

Cada produto de PCR purificado foi digerido em ueecdo contendo 1U de
BanHI e 4ul do respectivo tampao de reacdo (Biolabs, Massattsy EUA) em um
volume final de 1@l. A reacao foi incubada por 12 horas &B,7sendo em seguida a
enzima inativada pela purificacdo do DNA utilizanal&it Wizard SV Gel and PCR
Clean Up SystenfPromega, Madison, EUA), seguindo as instru¢cdeatbacante.
O DNA purificado foi digerido com 1U dpnl e 4ul do tampéo de reacédo (Promega,
Madison, EUA) em um volume final de [II5A reacédo foi incubada a 37°C por 12
horas, sendo em seguida a enzima inativada da nreameira anteriormente descrita.
Além dos fragmentos de PCR, o vetor pGL3-Basic rffeiga, Madison, EUA) foi

digerido nas mesmas condicdes.

4.8.3. Ligacao dos produtos de PCR ao vetor pGL3-Basic

Anteriormente a ligacdo aos amplicons referenteSR completa dos variantes
moleculares, o vetor pGL3-Basic foi tratado comfdtase alcalinaGalf Instestinal
Alkaline Phosphatase Invitrogen, California, EUA), seguindo as insifies do
fabricante, visando minimizar a sua re-circular@iacA fosfatase alcalina foi inativada
pela purificagdo do vetor utilizando-seka Wizard SV Gel and PCR Clean Up
System(Promega, Madison, EUA). Quatro microlitros do ovee das amostras

purificadas foram submetidos a eletroforese potradteese em gel de agarose 1%
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corado por brometo de etidio a 0,5%, juntamente oomarcadoiow DNA Mass
(Invitrogen, Califérnia, EUA) a fim de quantificas DNA obtidos.

Na reacao de ligacéo foram utilizados de 25 a Bl@éngroduto de PCR digerido
e de vetor de maneira que se pudesse obter ungdaelade fragmento:1 de vetor em
namero de moléculas. Para isso considera-se o tendos fragmentos de DNA e as
respectivas concentracdes. A ligacao foi realizgdaando-se [l de T4 DNA ligase
(400 Upl, Biolabs, Massachusetts, EUA)lIZde tampéo de reacdo 10X em um volume
final de 2Qul a 16°C por 16 horas. Finalmente, a ligase foi inativatiézando-se it
Wizard SV Gel and PCR Clean Up Sys{®&romega, Madison, EUA).

4.8.4. Transformacéo e obtencdo dos plasmidios recombtean

A tranformacao foi realizada conforme descrito item 4.3.2, exceto pela
utilizacdo de bactérias.coli IM109. Os plamidios foram extraidos utilizandadet
Wisard™ Plus SV Minipreps DNA Purification Systeffromega, Madison, EUA),
seguindo as instrucdes do fabricante.

4.8.5. Mutagénese Sitio-Dirigida

Para a construcdo das sequéncias virais mutamtesliado okit GeneTailor/
Site-Directed Mutagenesis Systéinvitrogen, Califérnia, EUA), de acordo com as
intrucdes do fabricante. Foram utilizados como molus vetores recombinantes
contendo a LCR completa do variante Bsb-367 e daé&wia prototipo do HPV-58, a
montante do gene da luciferase, no vetor pGL3-B&sit resumo, 100ng de DNA de
cada vetor foram incubados com DNA metilase &€37or 1 hora. O DNA metilado foi
posteriormente amplificado em uma reacdo de PCRagénica utilizando-se dois
iniciadores que se sobrepde, sendo que um delssi@osutacdo alvo. O produto desta
reacdo € linear dupla fita. Os iniciadores utilzapara a amplificacdo dos vetores estédo
apresentados na Tabela 4. O nucleotidio marcadwegnito no iniciador HPV-58mut-F
insere a mutacdo de G para A na posicao 7788 neiseigq da LCR dos plasmidios

gerados.
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Tabela 4. Iniciadores utilizados para a mutagénese sitio-digida da LCR de HPV-58.

Iniciador Posicéo nucleotidica Sequéncia do Iniciador
HPV-58 mut-F 7788 — 7801 aggtgtggactaacaygigitcacattgttc
HPV-58 mut-R 7757 - 7787 catttattgccaggtgtggacigttc

Os iniciadores estdo na orientacaoe-53'.
Posicbes relativas a sequéncia prototipo do HP\(FiBnero de acesso: D90400), disponivel no
GenBank.

As amplificacdes foram realizadas em um volumalfite 50uL, contendo 20ng
de cada plasmidio, 60mM de Tris-5(H=8,9), 18mM de (NE.SQ,, 5mM de
MgSQ,, 30QuM de cada dNTP, 2U delatinunt” Taq DNAPolymerase High Fidelity
(Invitrogen, Califérnia, EUA) e 018V dos iniciadores. Inicialmente, foram realizados
25 ciclos de amplificagdo no termociclador MJ Rede@&TC-100 (GMI, Minnesota,
EUA): 30 segundos de desnaturacdo &9480 segundos de anelamento aG® 7
minutos de alongamento a°&8 O primeiro ciclo foi precedido por 30 segund@1aC
e 0 Ultimo ciclo foi estendido por 10 minutos £@80s produtos de PCR obtidos
foram analisados por eletroforese em gel de agatésecorado com brometo de
etidio a 0,5% para verificagcdo da qualidade do DNA.

Em seguida, |2 do produto de reacéao foram transformados em baste. coli
DH-50. Esta célula recirculariza o DNA linear mutado eer@donucleasévicrBC
bacteriana digere o DNA metilado, deixando apengsoduto mutado ndo metilado.
Uma colonia para cada amostra foi crescida em mgMT contendo ampicilina
(100ug/ml) a 37C por 12 horas, sob agitacao vigorosa. Seguiuesdracdo do DNA
dos vetores retrovirais utilizando-s&ibWizard™ Plus SV minipreps DNA Purification

Systen{Promega, Madison, EUA) seguindo instru¢cdes dadabte.

4.8.6. Sequenciamento dos plasmidios

Todos os DNA extraidos foram submetidos ao sed@imento pelo método
desenvolvido por Sangeet al. (1977) empregando-se o kDYEnamic ™ ET
Terminator Cycle Sequencing Premix KPharmacia, Califérnia, EUA) em um
sequenciador automatico ABI PRISN 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer,

Massachusetts, EUA). Para se obter a sequéncialetango fragmento inserido no
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vetor, foram utilizados para o sequenciamento adi@fes complementares ao vetor
pGL3-Basic (pGL5: 5-TAGCAAAATAGGCTGTCCC-3 e pGL3:
STATGTTTTTGGCGTCTTCS).

4.8.7. Isolamento do DNA dos vetores recombinantes engdaescala (Maxi-

preparagao)

O DNA dos vetores recombinantes contendo a LCRrésdliferentes variantes
moleculares e a sequéncia prototipo de HPV-58, alésmduas constru¢cdes mutantes
obtidas foi isolado por maxi-preparacédo de acormoim Sambrook e Russel (2001).
Inicialmente foi feito um esfregaco em placa de.taBar 1,5% (10 g/L de triptona, 5
g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl) camweampicilina a 100g/ml de cada
um dos crescidos bacterianos contendo os vetoresra@os. Em seguida, uma colénia
de cada vetor recombinante foi inoculada em 30mind® de culturalerrific Broth
(12g de triptona, 24g de extrato de levedura, 4enbliterol 89%, 100ml de solucéo
KH,PO, 0,17M e KHPO, 0,72M para 1 litro de solugéo) acrescido de arhpcia
10Qug/ml, e crescido a 3T, a 240 rpm até que a D¢ medida fosse 0,6. Nesse
momento, 25ml de cada cultura citada foi incubaie590ml| de meio de cultura
Terrific Broth acrescido de ampicilina a 30§'ml por mais 12-16 horas, a°&, 240
rpm, em frascos para cultura bacteriana com capaeide 2 litros. A solucao foi entéo
centrifugada a 3000 rpm, por 15 minutos, °€,4sendo, em seguida descartado o
sobrenadante. Cagelletfoi ressuspendido em 200ml de STE gelado (Tris-HIDhM,
pH=8, NaCl 0,1M, EDTA 1mM), e centrifugado a 30G@n;, durante 15 minutos, a
4°C, e novamente o sobrenadante foi descartado. @dléhfoi, entdo, ressuspendido
em 18ml de solugcédo de ressuspensséo (glicose 5GméAHCI 25mM, pH=8, EDTA
10mM). Foram em seguida adicionados 2ml de lisoam@mg/ml, e 20ml de solugéo
de lise (NaOH 0,2N, SDS 1%), e ap0s mistura pogrisdo, foi incubado a temperatura
ambiente por 7 minutos. Foram entdo adicionadosl 2l@nmsolucdo de neutralizacdo
(acetato de potassio 3M, 11,5ml de acido acéti@oigl para 100ml de solucao), e apds
mistura por inverséo e incubacéo em gelo por 1Qtod) foi centrifugado a 5000 rpm
por 40 minutos, a°€. Posteriormente o sobrenadante foi vertido em pirozeta e foi
adicionado 0,6 vezes do volume medido de isoprdpamsturado bem e incubado por
10 minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se umafagacdo a 5000 rpm por 15

minutos a temperatura ambiente; o sobrenadantdefstartado, ellet lavado com
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etanol 70%, e secado sobre papel toalha. Finalmeptletfoi ressuspendido em 3ml
de tampéo T.E., pH=8. Todo o procedimento foi re@o utilizando-se uma centrifuga

Sorvall® RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifage um rotoiSorvall® H1000B

4.8.8. Purificacdo do DNA extraido por gradiente de dedade

Apés a extracdo por maxi-preparacdo, os DNA dosrest recombinantes
contendo a LCR dos trés variantes moleculares sedaéncia protétipo de HPV-58,
além dos dois mutantes construidos, foram purifisgubr gradiente de centrifugacéo
continuo de cloreto de césio de acordo com SambkedRkssel (2001). Para tanto, os
pellets dissolvidos em tampéo T.E. foram pesados e pata geama de solucdo foi
adicionado 1,01g de CsCI sdlido (Invitrogen, Caiifa, EUA). Apds a dissolucao
completa do sal na solugcdo tampao-DNA, foram adamos 100l de brometo de
etidio 10mg/ml para cada 5g de solucdo de DNA maigiAs amostras foram entéo
centrifugadas na centrifug&orvall® RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge
utilizando-se um rotoSorvall® H1000B,a 3000 rpm, por 5 minutos, a temperatura
ambiente. Utilizando-se uma seringa descartaveiplacdo vermelha foi transferida
para um tubo de ultracentrifugacadlt(a Clear™ Tubes 16 x 76mm, Beckman), e os
tubos foram preenchidos até aproximadamente 3cbodta com solucdo de 1,01g de
cloreto de césio por mililitro de tampéao T.E. (phi=8ndo o resto do tubo preenchido
com Oleo mineral (Nujol). Os tubos foram entédo &etds com as tampas apropriadas e
centrifugados no rotor 50 Ti da ultracentrifug@ckman L8-Ma 45000 rpm, a 2C.
Apdbs 48 horas, em uma sala com pouca luz, a bafdeente ao DNA dupla fita
circular plasmidial foi removida utilizando-se uragulha de 19G conectada a uma
seringa de 5ml de capacidade. Essa solucdo contesdDNA de interesse foi
transferida para um tubo de polipropileno, e o lmtmde etidio foi removido por
sucessivos ciclos de adicdo de n-butanol saturathbura, centrifugacao a 3000 rpm e
retirada da fase organica, até que a solucdo amterDNA estivesse completamente
transparente (aproximadamente 4 ciclos).

Com o objetivo de retirar o cloreto de césio daacdes de DNA, estas foram
dialisadas em 2 litros de tampéao T.E. 1X utilizasdoos tubos para dialifxepared
Dialysis Tubing(BRL), por 20 horas, durante as quais o tampé&o fbiErocado por 3
vezes. A solucdo com DNA foi entdo removida do tdbdialise e precipitada por 12

horas a -78C, com 2,5 volumes de etanol 100% e 0,1 volumescd&ato de sédio 3M.
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Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12.000804°C e por 30min. Qeellets
de DNA foram lavados com etanol 95%, repetindo-setagpa de centrifugacdo nas
mesmas condicbes, e, entdo, foram ressuspendidogSn@mde agua destilada e
deionizada. Posteriormente, os DNA foram novameetgienciados, e a D foi

medida para estimativa da concentracao da solucgao.

4.8.9. Cultura celular da linhagem C33

As células C33 (queratindcitos derivados de cammae colo de atero HPV
negativo e p53 mutado) (ATCC° rHTB-31) foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Mediyrmvitrogen, Califérnia, EUA) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB), ou meio D10. Asiled foram mantidas em estufa
Umida, a 37C, e com 5% de COPara o congelamento, aproximadamenfecgélulas
foram congeladas em 1ml de meio de cultura D10secte de SFB 10% e
dimetilsulféxido 10% (DMSO, Sigma Aldrish, MissouEUA).

4.8.10.Transfeccéo da linhagem celular C33

Além dos vetores contendo a LCR dos variantesedaéncia prototipo e das
constru¢cdes mutantes de HPV-58, também foram getasfos plasmidios contendo a
sequéncia da LCR dos HPV-16 (numero de acesso:18)2¥-18 (numero de acesso:
X05015) protétipo. As transfeccOes foram realizadasy 0 uso de lipofectamina
(Invitrogen, Califérnia, EUA) em placas de cultuwda células de 10cm de diametro
(Corning, Massachussetts, EUA). Inicialmente, 4xt6lulas foram plaqueadas em
10ml de meio D10. As células foram incubadas 4C3tom 5% de C® por
aproximadamente 24 horas. Misturam-gig 4e cada vetor pGL3 recombinantejay 1
do vetor pCMVBGal (McGregor e Caskey, 1989) em DMEM, volume fidal10qul,
sendo o ultimo vetor utilizado como controle inteda eficiéncia da transfec¢do. Todos
os plasmidios foram transfectados em triplicata, wm total de no minimo sete
experimentos. Em outro tubo foram misturadagl 5@ lipofectamina (1mg/ml) a p0
de DMEM por placa a ser transfectada. Essas msstoram incubadas a temperatura
ambiente por 15 minutos. ApGs esse periodopull@@ mistura contendo DNA dos
vetores e DMEM foi misturada a 1jfloda mistura contendo lipofectamina e DMEM,;
essa nova mistura foi incubada a temperatura amebem mais 15 minutos. As células

foram lavadas com 5ml de DMEM. Em seguida, as mastde lipofectamina e DNA
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supracitadas foram adicionados 4,5ml de DMEM, a &stgotejada cuidadosamente
sobre as células. As células foram incubadas°@ 86m 5% de C®por 6 horas, e o
meio de transfeccdo foi substituido por 10ml de PH® 48 horas. Como controle
negativo foi transfectado o vetor pGL3 recombinargeuséncia do vetor pCM3¥Gal

e vice-versa. Em uma placa néao foi transfectaddwnandos vetores, sendo somente

adicionada a lipofectamina.

4.8.11.Ensaio de Luciferase gGalactosidase

Apos 48 horas da transfeccéo, as células foraadéss/2 vezes com 5ml de PBS
1X a temperatura ambiente. Em seguida, foi pingadiwe as placas 900de Repdrter
Lysis Buffer(Promega, Madison, EUA) e incubado por 15 minukas. passado um
scrapersobre as células e o lisado foi transferido paratulo eppendorf Seguiu-se
uma centrifugacdo a 12.000rpm por 1min e o sobeertadfoi transferido e utilizado
nos ensaios, sendo depois armazenado ¥-78 concentracdo de proteina extraida
desta maneira foi medida por reacdo com o reagierBeadford (Bio-Rad, California,
EUA), e leitura a 595nm em umicroplate BenchmariBio-Rad, Califérnia, EUA ).

Para o ensaio de luciferase foi utilizadkib The Promega luciferase assay
systemPromega, Madison, EUA) conforme instrucdes doi¢alte. Em resumo, R0
do lisado foram adicionados aB@le luciferase assay reagegtas leituras de unidades
relativas de luciferase foram feitas em um luminm®&lonolight” 3010 (Analytical
Luminescence Laboratory).

Para o ensaio dfi-Galactosidase foi utilizado &it The Promegaf
Galactosidase enzyme assay syseromega, Madison, EUA) conforme instrugcdes do
fabricante. Os ensaios foram realizados em plag&@6gocos. A 50 do lisado foram
adicionados 50l de Assay 2X BufferA mistura foi incubada a 3 até que fosse
observada a coloragdo amarela na mistura. Em seguielacéo foi inativada por adigéo
de 15Ql de NaCO; 1M. A atividade relativa da enzinfaGalactosidaséi medida por

leitura a 420nm em umicroplate BenchmariBio-Rad, Califérnia, EUA).

4.8.12. Analise estatistica
As atividades relativas de luciferase obtidasaldstos de células transfectados
com o HPV-16, -18 e os variantes moleculares e megade HPV-58, foram

normalizadas com os valores obtidos no ensaiopdgalactosidasee Bradford
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Inicialmente, foi realizado o teste de homogeneadael variancias, e como observou-se
gue as médias ndo eram homogéneas, optou-se pparuti teste nao-paramétrico
Wilcoxon Rank-Sumpara comparacao das médias dos diferentes grupowvalor de p
menor que 0,05 foi considerado como significativodas as analises estatisticas foram

realizadas utilizando-se o sistema estatigti¢@ Development Core Tea2007).
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5. Resultados
5.1. Caracterizacdo das amostras
Foram analisadas as regides gendémicas LCR, E6deldmostras de HPV-31,
-33, -35, -52 e -58 provenientes do Distrito Felleraljas caracteristicas estéo

descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Dados da andlise citoldgica, idade das pacientesce-infeccdo com
diferentes tipos de HPV de amostras de HPV-31, -335, -52 e -58 coletadas no
Distrito Federal.

Tipo de HPV Amostra Analise Citolégica* Co-infeccao** Idade
Bsb-36 Normal - 32
Bsb-133 Normal - 36
Bsb-140 NICII - 24
Bsb-193 NICII HPV-31 e -33 29
Bsbh-216 NICIII - 37
S
Bsb-299 NICII - 21
Bsb-330 NICII - 35
Bsb-350 NICIII - 27
Bsb-358 NICIII - 20
Bsbh-370 NICIII - 37
Bsbh-23 Normal - 24
Bsh-24 NICII HPV-33 e -66 29
Bsb-31 HPV - 53
HPV-33 Bsb-98 NICIII HPV-33, -16 e -39 25
Bsb-193 NICII HPV-33 e -31 29
Bsb-369 HPV - 29
Bsb-404 HPV HPV-33, -66 e -61 20
Bsb-56 ASCUS - 24
Bsb-59 NICIII - 27
HPV-35 Bsbh-74 HPV - 44
Bsbh-82 Normal HPV-35 e -18 36
Bsbh-121 NICI - 24
Bsbh-185 NICIII HPV-35 e -58 53
Bsb-15 Normal - 47
HPV-52 Bsb-20 HPV HPV-52 e -11 36
Bsb-86 HPV - 25
Bsb-406 HPV - 55
Bsb-93 NICI - 26
Bsbh-128 HPV HPV-58 e -53 28
Bsbh-185 NICIII HPV-58 e -35 53
HPV.58 Bsb-204 HPV - 39
Bsbh-271 NICIII - 34
Bsbh-295 CAESCA - 57
Bsb-329 NICIII - 35
Bsb-367 NICIII - 33

* HPV: Efeito citopatico compativel com infeccd@rpHPV; ASCUS: Células atipicas de significado
indeterminado; NIC I: Neoplasia intraepitelial deug I; NIC II: Neoplasia intraepitelial de grau MIC III:
Neoplasia intraepitelial de grau lll; CAESCA: car@ina escamoso. ** Infecgao por mais de um tipo B¥ lEm
uma mesma amostra. O hifen indica infec¢do porniootipo viral. *** Dados indisponiveis.
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A maioria das amostras analisadas foi obtida arhetiesdes cervicais, sendo que
algumas apresentavam co-infeccao por mais de unvitigl. Apenas uma parte do total de
amostras pode ser analisada nas trés regibes gas)miCR, E6 e L1, devido a
quantidades insuficientes de DNA ou falhas na dmoatido do DNA.

5.2. Predicéo de sitios de ligacéo para fatores de tracricdo na LCR

As Figuras 18 a 22, mostram o mapeamento dos paiersgitios de ligacdo de
fatores de transcricdo na LCR, gerado pelo programdal CH™, utilizando-se as
sequéncias protétipo para cada tipo de HPV. Foramalisados sitios de ligacao
previamente observados nas LCR dos HPV-16 e -18as matrizes estavam disponiveis
no programa TRANSFAC®.

As LCR dos HPV-31, -33 e -52 apresentaram quatiosstle ligacdo para a
proteina viral E2, permindo a divisdo da LCR ens ségmentos distintos: Bnhancere
3" (O’Connor et al, 1995). No entanto, as sequéncias da LCR dos HP¥-358
apresentaram trés e cinco sitios, respectivamente.

Em relacédo aos sitios de ligacdo para fatoresdrnaimais celulares, de maneira
geral, foram observadas semelhancas entre a cagpoda LCR dos tipos analisados,
incluindo um grande numero de sitios de reconhetionpara os fatores repressores da
transcricédo viral YY-1 e C/EBP, e para Oct-1, umaator transcricional. Por outro lado,
foram observadas diferencas, como a auséncia tilos @¢é ligacdo para Sp-1 e AP-1 nas
LCR dos HPV-33 e -31, respectivamente, além dangisé&o TATA-box na LCR dos
HPV-33 e -52. O elemento de resposta a glicocadicGRE) foi observado apenas na
LCR do HPV-52 e o sitio de ligacao para cMyc/cMéaw ffoi detectado nas LCR dos tipos

virais analisados.
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Qo YY1 S %!
t ggat gt gt at gt aat acat gt gt ct gt at gt gt at gt gctt gt gct gt at t gt at at gt gt gTgt t t gt gt gt t at at at ggt at at gt at gt t t at gt at gcgt gt gt act t gt at at 7186

--------- YY1 feeeeoa..o.I>0CTL
Qoo YY1
atgtatagtatgttatgtgtgtatgtatgctatgtatgttaataaatatgtgtatacctgtgtgtgttgtgtatgttgtccttatatacaccctattagtaacatactattactatttta 7306
---------------- >YY1 e 2!
<--m--- ...Q0CTl
------- ... CEBPB
<-mm--- ... CEBPB
taaactattgttcctacttgttcctacttgttcctgctcctcccaatagtcatgtacttatttctgectataatttaggtgtcacgccat agtaaaagttgtacacccggtcegtttttt 7426
---------------- >YY1
-------- ocT1 e 2 ! L 41
------ >CEBPB
------- CEBPB e >E2
Qo E2
gcaact aaagctactccattttgattttatgcagccattttaaatccctaaccgttttcggttgecattgtttaaacatgctagtacaactatgcetgatgcagtagttctgeggtttttgg 7546
Qo NF1 Commmmm ool = >YY1
Semmee SP1 Qo ocT1
tttcctgaatactagtttttgccaacattctggcttgtagtttcctgecct aacacaccttgccaacat at aat ccagtccaactttgcaattatactatgaatcatgtttgtttaaatac 7666
---------------- >YY1 e 2 2! Qess-------...0CT1
------- ... YY1
aactgtagttcaactatgtgtcatgcacatatattatattatcctacacaccttaaactgcttttaggcacatattttgtagattatctatatccttgattgcagtgcetggettttgeac 7786
----OCTL i >YY1 <---...TATA
--------- >YY1 e e i
Commmmmieiao ocT1
................ >YY1
Cemmmmmeeiao ocT1
............... >SE2
Qe E2
atgtttaaact gccaaggttgtgtcatgcattataaataagttgtatgttactcatataattaattgcatataggtattacaccgttttcggttacagttttacaagcaattgttctttt 7906
------ TATA ------------->CEBPB
--------- >TATA <-------------CEBPB
............... >SE2
Qe E2
............... >SE2
Qo E2

tat actt aat aat aat aat ct t agt at aaaaaagt agggagt gaccgaaagt ggt gaaccgaaaacggt t ggt at at aaagcacat agt at t t t gt gcaaacct acagacgcc 107

Figura 18. Mapeamento de potenciais sitios de ligagdo de fagw de transcricdo na LCR do HPV-31 protétipoEm azul estdo descritos os nomes dos fatores de
transcricdo sendo a extensdo de cada sitio indpadhifens que demarcam a localizagdo do mesnseqaéncia de nucleotideos da LCR abaixo. A dirégdseta indica o
sentido da fita de DNA na qual cada fator possieabe se liga, sendo que o simbolo -> indica oderi3’ e <-, o sentido 3'-5'.
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S-mmmmmmm--- - CEBPB
cactttgtgtaattgtgttatgttgttgttttgttctgtctatgtactttgtgttgttgtgttgtgttgttgtttgttttttgtgtatgtgttacaatgtatgttatgttgtatgttact 7213
---------------- >YY1 S LR EEEEE LR A 41 Lememeee-------(CT1
-------------- >COCT1 <-----...YY1l
gtgtttgttttatgtgtacttgtttgtgtgcatgttctatgtacttgtcagtttcctgtttgtgtatatgttaataaaacattgtgtgtatttgttaaactatttgtatgtatgttatgt 7333
------------- >CEBPB <----------------YY1
----------- YY1l R Lt A 41
O R Yyyir e e s >CEBPB
at at gggt gt acct at at gagt aaggagttgtattgctt gccct accct gcattgcaatgtacctacctttatttccctatatttgtagtacctacatgtttagtattgctttacctttt 7453
................ >YY1l
---------------- >YY1 smeeemeseae------>NF1
o E2
--------------- >E2
R R CCT1
gacat actagtgtccatattgtacaatttcctccattttgtatgcctaaccgttttcggttacttggcat acataccctat gacattggcagaacagttaatccttttctttcctgcact 7573
------------- >CEBPB ------------->CEBPB
O occrr eeeeeeeae >AP1
----------------- >NF1 Smmm------------3YY1
AR ... YY1
gtgtttgtctgtacttgctgcattggcatacataccct at gacattggcagaacagttaatccttttctttcctgcactgtgtttgtctgtacttgetgcattgactcatatatacatgce 7693
-------------- >CCT1 R R 4 4 smeeemeseae------>NF1
------------- >CEBPB
S CEBPB
----- YY1l <---------------...NF1
------------- >CEBPB S I © o | |
O R CEBPB
agtgcaatt gcaaaat acttaattgtactaatagtttacacatgcttttaggcacatatttttactttactttcaaaccttaagtgcagttttggcttacacaattgctttgtatgccaa 7813
O i AP1 ommmmmmmmm e 2 - eeeeeeeecenan- >COCT1
................ >YY1
--NFP2 | eeeeeeecenaneaas >YY1
act at gcctt gt aaaagt gagt cactacctgtttattaccaggt gt ggactaaccgttttaggtcatattggtcatttataatcttttatataat agtaaact ataatgccaagttttaa 24
--------------- >E2 R Rt A 41
O E2
S E2
--------------- >E2
---------------- >YY1

aaaagt agggt gt aaccgaaagcggt t caaccgaaaacggt gcat at at aaagcaaacat t t t gcagt aaggt act gcacgact 108

Figura 19. Mapeamento de potenciais sitios de ligacdo de fatw de transcricdo na LCR do HPV-33 protétipoEm azul estdo descritos os nomes dos fatores de
transcricdo sendo a extensdo de cada sitio déiigadicada por hifens que demarcam a localizagdonasmo na sequéncia de nucleotideos da LCR al#fantivecdo da seta
indica o sentido da fita de DNA na qual cada famssivelmente se liga, sendo que o simbolo ->andisentido 5’-3’ e <- 0 sentido 3’-5'.

68



S ... CEBPB
--------- ... CEBPB
tgtgtaaatgtgtatgcatgtatactgtgtgttatgtgttgtagtgcttgtatatatattatgtgttgtggtgcctgtttgtgttgtacatggegtgtaaatgtgtgtataatattgtge 7229
O R OCT1 SR R T YY1l
----- CEBPB Lememeee------CCT1 YY1
---->CEBPB
aatgtgttgtacgtgggtgttttttgtatgtatgttgttgtatgtatgtcagtacgcaat aaaagtgatgtgtgtgtttataattaacactgtattgttgtatgactatgggtgcaccca 7349
................ >YY1
-------- >YY1 <mmeemee-------CCT1 seme-ee------- . .NF1
RO R CEBPB
------------- >CEBPB S R R =
S-mmmmmmm--- - CEBPB e e >E2
tatgacttacat aattacagtacacgctatatgttgtatataacaattctacctccattttgtgtgttagtgtcctttacattacctttcaaccgatttcggttgetgttggcaagettt 7469
RO R I i ... YYL
--->NF1 Sommmmmmmm e NF1
----------------- >NF1
atatgttttttacaaaaacattcctacctcagcagaacacttaatccttgtgttcctgatatatattgtttgccaactttatattggcttttgccaatctttaaacttgattcatcttgce 7589
-->Yyo» e e o >YY1 SR ... COCT1
<-mmmmm--- AP1 A O O I R R R ... YY1
---------------- >YY1 <-------------CEBPB
O OCT1
agtattagtcatttttcatacttgtggtccacccacacttgtaacacttgtaacagtgcttttaggcacatattttttgcatttctaaagggctttaattgcacacttggctttacatat 7709
--0OCT1 Sommmmmmmmm o NEL e >CCT1
----- >YY1 <---------SP1 <----------------YY1
O e NF1 A YY1 <------ ... QCT1
-------------- >CCT1
tatgtgtgtttgccaacaccaccct acacat cctgccaactttaagtt aaaacat gcat gt aaaacattactcactgtattacacattgttat at gcacacaggt gtgtccaaccgattt 7829
--------- >TATA S R R =
-------- CCT1 ] =
ommmmmmmmm e E2
--------------- >E2
---------------- >YY1
--------- >TATA

ggattacagttttataagcatttctttttattatagttagtaacaattatccctataaaaaaaacagggagt gaccgaaaacggt cgt accgaaaacggtt gccat aaaagcagaagtgc 70
acaaaaaagcagaagt ggacagacat t gt aaggt gcggt 109

Figura 20. Mapeamento de potenciais sitios de ligacdo de fatw de transcricdo na LCR do HPV-35 protétipoEm azul estdo descritos os nomes dos fatores de
transcricdo sendo a extensdo de cada sitio indpaidhifens que demarcam a localizacdo do mesnsaaizéncia de nucleotideos da LCR abaixo. A dirdeéseta indica o
sentido da fita de DNA na qual cada fator possieeli® se liga, sendo que o simbolo -> indica odeft+3’ e <- 0 sentido 3'-5'.
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------------- >CEBPB e 1! <-------------CEBPB e 2

R R CeBPB e >YY1 O ... Q0CTl
------------- >CEBPB
ccattgtctgttgggtaattgtctgtgtcatgtatgtgttgtgtatgtcaaacacaggttaaaaggtaaccattgtttgttatgtaattgttttgtgtgtgtactgtgttgtttgeatgt 7274
----- >YY1 <----------AP1 ------------->CEBPB
--CCT1
---------------- >YY1
tatgtatgtgtgtgcatgtttgttgtatttgtcagttcctgtatgtatgttttgtgtatgtattaataaagtactgtatttactaaactatttatagtagtcttatgttatgttatggtt 7394
B sk e ... YYL
O SP1
gcacccacat gagt aacaat acagttgct cct aatctattgcatctcctgccctaccctgtgtcccctgecctaccctgtgtcctactttgttacactactaattageccttatactctcc 7514
--------- >YY1 R ] =74 me--------------->NF1
---------------- >YY1 O R =4 <-------------CEBPB
................ >YY1l
attttgtaccattttgtactatccaccattttaaat cctaaccgaattcggttggtcttggcacaactttggttgtccttggcacagtaacaactatttttatataagtttcagcaaact 7634
<--mm----- SP1 N T CEBP
---------- >AP1 <-------------CEBPB
---------- >APL ------------->CEBPB
--------- ... YY1
gcttaatcctttggtttcctgcagtccactggtctacacttgttgtcccgect aaact gacttcttgetgact cacaggt cct gcagt gcagct aaacaat acattgect aacatt gcat 7754
---------------- >YY1 ------------->CEBPB O R A 4
O YY1
------- >YY1
gttttaaactgcttttaggcacatattttatttaaactttcaat gcactaattacagtgttggcttacacaagtacatcctacgccaaat atgtcttgtaaaacatgattaaatactgtt 7874
O E2 O E2
--------------- >E2 e s =4
--...E2
<-...E2
act caccaggt gt gcact acacgaccggtt acggtt accgt acccacaaccacttttttttat aatt at aaatt ataat ctt at act agt aaaaaat agggt gt aaccgaaaacggt cag 52
Cmmm e e e m =
------------- >E2
-------------- E2

accgaaaccggt gt at at at at agaacacagt gt agct aacgcacggcc 101
Figura 21. Mapeamento de potenciais sitios de ligagdo de fagw de transcricdo na LCR do HPV-52 protétipoEm azul estdo descritos os nomes dos fatores de

transcricdo sendo a extensdo de cada sitio indpadhifens que demarcam a localizagdo do mesnseqaéncia de nucleotideos da LCR abaixo. A dirégdseta indica o
sentido da fita de DNA na qual cada fator possieeii® se liga, sendo que o simbolo -> indica oderi3’ e <- o sentido 3'-5'.
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cctact acccgt gcaccat ccaccaaacgcaaaaaggtt aaaaaat aatt gtt gt ggt acttacactattttattatacatgtttgtttgttttatgtatgtgttgtetgtttgtttatg 7211

emmmmmmmmmme oo YYL — eeeeemeeeeeeaes >YY1 Semmmmmmmmmm oo YY1l Semmmm-m---- ... QCT1
tttgtgtatatgttgtatgtgttatgtgtcatgtttgtgtacatgttctatgtccttgtcagtttcctgtttctgtatatatgtaataaactattgtgtgtattgtaaactatttgtatt 7331
---occtr e >CEBPB RO OCT1 --... YY1

O SP1 O TATA
S SP1
gtttgggt gt at ct at gagt aaggt gct gt ccct aaatt gccct accctgeccctgectattatgcatacctatgtaatagtatttgtatgatatgtattttatagtttttaacagtactg 7451
.............. >YY1
---------------- >YY1
--------------- >E2
O E2
cctccattttactttacctccattttgtgcat gtaaccgatttcggttgctggcacaaacgtgttttttttaaactacaatttaaacaatacagttaatcctttcccttcctgcactgcet 7571
RO OCT1 O CEBPB eeeeeee e >YY1
---------- >AP1 S LR EEEEE LR A 41
................ >YY1
Semmmmmmmmmm oo YY1l
------------- >CEBPB
Semmmmmmmmmmm oo YY1l
tttgcctatacttgcatatgtgactcat at at acat gcagt gcagttgcaaaatgtttaattatactcatagtttaaacatgcttataggcacatattttaacttactttcaatgcttaa 7691
----------------- >NF1 ---------->AP1 S R R =
O CEBPB O E2
------------- >CEBPB Rt A 41
------- ... YYL
gtgcagttttggcttgcacaatagtttgttat gccaaact at gt ctt gt aaaagt gactcactaacatttattgccaggt gt ggactaaccgttttgggtcacattgttcatgtttcaac 7811
-------------- >COCT1
--------------- >E2
O E2
--------- >YY1
O E2
--------------- >E2
---------------- >YY1

attttat at aat act aaact at aat gccaaat ct t gt aaaaact agggt gt aaccgaaaacggt ct gaccgaaaccggt gcat at at aaagcagacat ttttt ggt aggct act gcaggact 109

Figura 22. Mapeamento de potenciais sitios de ligacdo de fatw de transcricdo na LCR do HPV-58 protétipoEm azul estdo descritos os nomes dos fatores de
transcricdo sendo a extensdo de cada sitio indpaidhifens que demarcam a localizacdo do mesnseaizéncia de nucleotideos da LCR abaixo. A dirdeéseta indica o
sentido da fita de DNA na qual cada fator possieeii® se liga, sendo que o simbolo -> indica oderi3’ e <-, o sentido 3'-5'.
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5.3. HPV-31

A Figura 23 apresenta as variacdes nucleotidicesnéradas na LCR e nos genes
E6 e L1 das amostras de HPV-31. Na analise de seiguda LCR de doze isolados, foram
detectados cinco variantes compreendendo trezeg@as nucleotidicas pontuais em
relacdo a sequéncia protétipo do HPV-31. Dentrasesinze substituicdes nucleotidicas
foram previamente descritas por Gagmbral. (2005) e Calleja-Maciast al. (2004). As
substituicdes de G para C e A para C nas posig@&s & 3, respectivamente, ainda nao
estdo descritas na literatura. Na posicédo 7860) dkevariacdo de G para A ja relatada na
literatura, foi detectada a variacdo de G para €std\posicédo localiza-se um potencial
sitio de ligagédo de YY1 e Oct-1 (Figura 23).

HPV-31 LCR E6 L1 ®
V717|777 7|7 6666661’@
ISOIad0556777788 22233344555557788%§
71410|1]4|5] 616 113448900202238687916§§
5(2] 7|0 ol 4 o|s|3|7]|8| 7|59 5| 7| 5| 6|0|4|8] ol 7]|o]s|6| 2|6l 71 4= ©
Ref T|C|A|CIA|IC| G|T|A|A|G|G|G]T| C| Al T|TIA|IGIA|C| C|G]T|T|G|G| C|
Bsb-36* |C|A|G C C GIT T T C TIAIG| T A ND 1
Bsb-13: 5
Bsb-19¢ A 1
Bsb-216" |CIA| G C A GIT|A|T C TIAIG| T A G AlA 1
Bsbh-22° |C T A G C G T T C| |AJAIAIT] 1
Bsb-233 C A 1
Bsb-299* C G 1
Bsb-33( ND ND 1
% @ O
° >
S <|gll3 2|3
= = T |l
> < < |x
S =

Figura 23. Variabilidade genética da LCR e dos genes E6 e Lledsolados de HPV-31Em cinza,
nucleotideos conservados em relacdo a sequénddipop hachurado, variacbes nucleotidicas previaee
relatadas na literatura (Calleja-Mac@&sal, 2004; Gagnomet al, 2005; Garbugli®t al, 2007), e em negrito,
variacdes de nucleotideos ndo descritas na litar&wsubstituicbes de aminoacidos ndo-conservat¥as
novos variantes moleculares detectados neste esstiio marcados com asteriscos. Ref: sequénciaipmt
do HPV-31; ND: sequéncia ndo determinada, H: hisidY: tirosina, A: alanina, V: valina, R: argiainG:
glicina.

Entre os onze isolados em que foi analisada a segu&o gene E6, foram
detectados seis variantes moleculares diferentgse Estes, quatro variantes aprentaram
trés substituicbes ainda ndo descritas na litexgfeigura 23)As variagdesnas posicoes
305 e 306 séao silenciosas, enquanto aquela nadpoSK7 leva a uma substituicdo de

aminodacido ndo conservativa de arginina (R) pacingl (G) no cdédon 144. Na sequéncia
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de L1 de dez isolados de HPV-31, foram detecta@és \&wriagbes nucleotidicas ja
descritas na literatura entre os quatro diferevaeiantes moleculares detectados.

A analise filogenética da LCR do HPV-31 foi reatlasbaseada na sequéncia de
um fragmento de 503pb de 79 isolados, dos quais e@mn oriundos do Distrito Federal e
as demais sequéncias foram obtidas no banco gem&witBank, depositadas por Calleja-
Macias et al. (2004). Dez isolados do Distrito Federal ficaramixpmos da sequéncia
protétipo do HPV-31, mas em um ramo com valorbdestrap abaixo de 50%. Isso
também foi observado com os isolados Bsb-36 e BébgRe agruparam em um ramo com
valor debootstrapbaixo, porém, distinto de onde a sequéncia ppmotio HPV-31 se

localizou (Figura 24).
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HPV-35

3715NW
1285NW
4040NW
546 4075NW
9588NW
1073SA
2157SA
Bsb-227 x

933MX

1059MX

788MX
853MX
1125MX
539MX
580MX
852MX
1108MX
1212NW
2649NW
3773NW
MR1151
BR13445
BR11416
BR1236
BR1337
BR1273
BR1905
BR1011
BR1415
BR2117
BR1557
TW2158
HK31A
TWO0595
HK31B
HK31C
HK31D
HK31E
Bsb-193 *
Bsb-370 *
Bsb-358 *
Bsb-350 *
Bsb-140 *
Bsb-133 *
Bsb-330 *
Bsb-299 *
Bsb-233 *
HPV-31

3363NW
4* 812MX
851MX

101MX
B698MX
998MX

626
704

799

Bsb-36 *

B688MX

B17MX
884MX
1009USA
633! BR1213
TL2069
597! MR9917
532MX
746MX
889MX
BR1305
BR169
974MX
1105SA
Bsb-216 *

1415SA
804| 1519SA

80MX
856 | 701MX
635MX
1144MX

903MX
0.01

Figura 24. Andlise filogenética do HPV-31.Em adicdo as amostras analisadas neste estudoti@snos
marcadas com asteriscos para facilitar a local@afggam utilizadas amostras descritas por Caldjaias

et al. (2004). As siglas que antecedem o numero das easaetlicam a procedéncia geogréfica: Sdo Paulo,
Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei, México (MXCidade do Cabo, Africa do Sul (SA); Estados
Unidos (USA); Marrocos (MR); Noruega (NW); Mali (ML Timor-Leste (TL); Taipei, Taiwan (TW).
Arvore de Maxima Parsimdnia enraizada com o HPVeBmo grupo externo. Os valores nos ramos
correspondem aos valores lootstrapcalculados pelo método UPGMA e algoritmo LogD&080 réplicas.
Sao mostrados valores deotstrapacima de 50%. O valor da barra de escala no cauapoeedo inferior
representa a distancia genética em substituicdesypmeotideo do fragmento analisado. A sequéngcia d
HPV-31 protétipo esta destacada por um retangulo.
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5.4. HPV-33
Foram analisadas as sequéncias da LCR de duas rasnad¢ HPV-33,
caracterizando dois variantes distintos com l16agags nucleotidicas: 15 substituices
pontuais e uma delecdo de 78pb. Seis substituipdesotidicas ainda ndo descritas na
literatura estdo localizadas sobrepostas a poisrnsitios de ligacdo para os fatores de
transcricao YY1, Oct-1 e E2. A delegcédo de 78pbalatia nos isolados Bsb-23 e Bsb-31
leva a perda de potencias sitios de ligacao parh X¥-1 e C/EBP (Figura 25).
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o 1o N - o =T o)

2|8 =8 | |5 |3]2]5]5|5]8 2

O O MRS d1¥|= L

S

Figura 25. Variabilidade genética da LCR e dos genes E6 e Lledsolados de HPV-33Em cinza,
nucleotideos conservados em relagdo a sequénddipoo hachurado, variagdes nucleotidicas previdene
relatadas na literatura (Stewattal, 1996; Xinet al, 2001; Gagnoeet al, 2004; Khouadréet al, 2006) e em
negrito, e em negrito, variacdes de nucleotideasdecritas na literatura e substituicdes de amidoda
ndo-conservativas. Os novos variantes moleculaetechdos neste estudo estdo marcados com asterisco
Ref: sequéncia protétipo do HPV-33; D: Delecdo 8pb7 ND: sequéncia ndo determinada, K: lisina, N:
asparagina, H: histidina, E: glutamato, D: aspartat

A andlise da sequéncia do gene E6 de seis isoldedodPV-33 revelou dois
variantes compreendendo trés alteracdes nuclemdidigpontuais. As substituicbes
nucleotidicas de A para C na posicdo 364 leva atisuigdo de aminoacido conservativa
de asparagina (N) para histidina (H) no codon 86aeosi¢cdo 213, a substituicdo ndo
conservativa de lisina (K) para asparagina (N) bdoa 35 (Figura 25). Todas as
substituicdes detectadas no gene E6 ja foram pnevige descritas por Xt al. (2001).

Em relagdo a sequéncia de um fragmento do gendokdm analisados sete
isolados que apresentaram trés variantes distiffigaira 25). Foram detectadas duas
variacdes nucleotidicas ainda ndo descritas nmatliteg nas posicoes 6544, de A para G, e
6748, de A para C, que leva a substituicdo de amido conservativa de glutamato (E)
para aspartato (D) no cédon 385. O isolado Bsb{@&santou o maior niumero de

variacoes.
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Uma vez que as sequéncias da LCR de HPV-33 desertaoutros estudos, até o
momento, ndo estdo disponiveis no GenBank, a enfiligenética deste tipo viral foi
realizada baseada nas sequéncias de um fragmegendd.1 de cinco isolados de HPV-
33 do Distrito Federal, aléem de sequéncias de [pbsitadas no GenBank por Steweirt
al. (1996) (Figura 26). No total, foram utilizadas w@&gocias de 449pb de 9 isolados de
HPV-33. Na arvore filogenética construida, ndo riorabservados agrupamentos com

valor debootstrapsignificativo.
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Figura 26. Analise filogenética de L1 do HPV-33Em adicdo as amostras analisadas neste estudo
(amostras marcadas com asterisco para facilitacaitacdo) foram utilizadas amostras analisadas po
Stewartet al. (1996). Arvore de Maxima Parsiménia enraizada coRPV-35 como grupo externo. Os
valores nos ramos correspondem aos valordsodestrapcalculados pelo método UPGMA e algoritmo
LogDet e 1000 réplicas. Sdo mostrados valordsod¢strapacima de 50%. O valor da barra de escala no
canto esquerdo inferior representa a distanciatiganém substituicbes por nucleotideo do fragmento
analisado. A sequéncia do HPV-33 prototipo estéadada por um retangulo.
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5.5. HPV-35

Nas quatro amostras de HPV-35 em que foi analiaaskeguéncia da LCR, foram
observados quatro variantes distintos compreendeimbo variacdes nucleotidicas: trés
substituices pontuais, uma delecdo pontual e msexgao de 16pb. O isolado Bsb-121
apresentou a substituicdo de A para G na posici® dhda ndo descrita na literatura. A
variacdo de T para C na posicao 7535 e a variagdposicdo 7758 de A para G se
localizam sobrepostos a potenciais sitios de Imal@ fatores transcricionais celulares
NF-1 e YY1, respectivamente. A insercdo de 16plaegcrita na literatura, foi detectada
em dois isolados (Bsb-59 e Bsb-82), inserindo uterpmal sitio de ligacdo a YY1 na LCR

desses isolados (Figuras 27).
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Figura 27. Variabilidade genética da LCR e dos genes E6 e Lledsolados de HPV-35Em cinza,
nucleotideos conservados em relagédo a sequénddtipoodo HPV-35; hachurado, variagées nucleotilica
previamente relatadas na literatura (Calleja-Maetaal, 2004, 2005, Gagnoat al, 2004; Hilleret al,
2006) e em negrito, e em negrito, variacdes deentideos ndo descritas na literatura e substitsiciée
aminoéacidos ndo-conservativas. O novo variante catde detectado neste estudo estd marcado com
asterisco. Ref: sequéncia protétipo do HPV-35; BleBédo de T, I: Insercdo de 16pb, ND: sequéncia nao
determinada, I: isoleucina, V: valina, W: triptofarR: arginina, S: Serina, T: treonina.

Na sequéncia do gene E6, foram observadas se#gdas nucleotidicas pontuais ja
descritas por Calleja-Maci&s al. (2005), sendo detectados trés variantes disterttbe as
seis amostras de HPV-35 analisadas. A substituighd para C na posicdo 341 foi
detectada em quatro isolados, e leva a substitidgdaminoacido ndo conservativa de
triptofano (W) para asparagina (R) no codor(Hi§ura 27).

Foi possivel analisar a sequéncia do fragmentoede f§41 de apenas uma amostra
(Bsb-59), na qual foi observada uma substituicademtidica de T para A na posi¢ao
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6642, que resulta na substituicdo de aminoacido auéservativa de serina (S) para
treonina (T) no cédon 348 previamente descritaJiewartet al. (1996) e Calleja-Macias
et al. (2005) (Figura 27).

Para a realizacdo da andlise filogenética da LCRHBY-35, foram utilizadas
sequéncias de 653pb oriundos de 51 isolados. Dest@so eram provenientes do Distrito
Federal e 47 foram obtidos do estudo desenvolviolo Qalleja-Maciaset al. (2004)
envolvendo amostras de diferentes regides do m(idora 28).

Foi observada uma ramificacdo dicotbmica na anélsgenética da sequéncia de
um fragmento da LCR do HPV-35 com valoresdetstrapsignificativo. A dicotomia foi
marcada pela presenca ou auséncia de um fragmentépb entre as posicdes 7412 e
7413. No agrupamento A, todos os isolados apreasemtafragmento de 16pb e no
agrupamento B, nenhum dos isolados apresentaninessgdo. Essa topologia também foi
observada por Calleja-Maciatsal. (2005).

Dentre as quatro amostras analisadas neste esiu@®(Bsb-74 e Bsb-121) estdo
no agrupamento B, onde esta localizada a sequpratiatipo do HPV-35. O isolado Bsb-
121 ficou mais préximo da sequéncia prototipo qusotado Bsb-74, apesar do valor de
bootstrap ter sido abaixo de 50%. Os isolados do Distritolefal ndo formaram um
aglomerado unico, comforme esperado, uma vez qgeq&£ncias da LCR obtidas eram
idénticas a outras ja depositadas no GenBank, carac@o da amostra Bsb-121 que
apresentou uma variacao ainda néo descrita natlitar (Figuras 27 e 28). Analogamente
ao observado para os HPV-31 e -33 e também depmit@alleja-Maciagt al. (2005), a
analise filogenética do HPV-35 ndo apresentou agfados étnicos ou geograficos

especificos.

79



i HPV-16

— 2299SA
1221SA
3441NW

3793NW
378MX
557MX
1031MX
1150M X
1158MX

L 953MX
Bsb-82 %
Bsb-59 *
— TWO030
BR10919
999 | | BR19232
BR15848
?@15%3%5 Agrupamento A
HK35F
HK35G

BR15274
| | BR15542
627! BR14002

1954SA

1791SA
14USA

1215NW
1230SA
1301NW
1944 SA
2760NW

4117USA
6930USA

372MX

20 HE3060 N\

4492USA
ML94189
MR1250
BR16428
999 HE4130
Bsb-74 *
1505SA
L 1807SA > Agrupamento B
L BR19370
1129SA
1744SA
BR 16459
TW4232
Bsb-121 *
J

3057USA

550

0.01

Figura 28. Andlise filogenética do HPV-35Em adicdo as amostras analisadas neste estudoti@snos
marcadas com asterisco para facilitar a localiZadiam utilizadas amostras do estudo de Calleja-
Maciaset al. (2005). As siglas que antecedem o nimero das easdstlicam a procedéncia geogréfica:
S&o Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte REIéxico (MX); Cidade do Cabo, Africa do Sul
(SA) e Estados Unidos (USA); Marrocos (MR); Norudb®V); Heidelberg, Alemanha (HE); Taipei,
Taiwan (TW). Nos agrupamentos A e B estdo os ismdadom ou sem a insercdo de 16pb,
respectivamente. Arvore de Maxima Parsiménia eadgizcom o HPV-16 como grupo externo. Os
valores nos ramos correspondem aos valordsodestrapcalculados pelo método UPGMA e algoritmo
LogDet e 1000 réplicas. Sdo mostrados valordsod¢strapacima de 50%. O valor da barra de escala no
canto esquerdo inferior representa a distanciatiganém substituicbes por nucleotideo do fragmento
analisado. A sequéncia prototipo de HPV-35 esttadada por um retangulo.
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5.6. HPV-52

Entre todos os tipos virais analisados neste estglgariantes de HPV-52 foram
0S que apresentaram a maior variabilidade gendfimeam analisadas as sequéncias de
quatro amostras de HPV-52, tendo sido detectadcs \dwiantes compreendendo 23
variacbes nucleotidicas: 19 substituicbes pontuhiss delecbes e duas insercdes. No
estudo realizado por Calleja-Maciag al. (2005), 65 dos 66 isolados analisados
apresentaram a delecéo de 5pb entre as posicOestiicas 7387 e 7391 na LCR. Pelo
exposto, o isolado protdétipo original do HPV-52 &mquenciado novamente a fim de
verificar a presenca, desta delecdo. De acordo @®rautores, um erro na analise da
sequéncia da LCR prototipo resultou na presencegesi&pb no isolado protétipo. Essa
delecdo também foi detectada em todos os isoladoBistrito Federal analisados no
presente estudo (Figuras 29)

Sete variag0es nucleotidicas, ja descritas natitex, estdo localizadas sobrepostas
a potenciais sitios de ligacdo a E2, C/EBP e AR-insercdo de 6pb entre as posicoes
7702 e 7703 no isolado Bsb-15 resulta na alteralgésequéncia do potencial sitio de
ligacdo a AP-1, além de criar um possivel sitidigiecdo a Sp-1 na mesma localizacao.
Adicionalmente, o isolado Bsb-15 apresentou noveg@es na LCR ainda ndo descritas
na literatura. Entre estas, as substituicdes nsigqes 7207, e 7861 e 7865 se localizam
sobrepostas a potenciais sitios para Oct-1 e E@ecvamente (Figura 29).

A sequéncia do gene E6 do isolado Bsb-15 revelatrgwariacdes nucleotidicas
silenciosas pontuais ja descritas por Ahal. (2003) e Calleja-Maciast al. (2005). Nos
outros trés isolados analisados, Bsb-20, Bsb-88bedB6, ndo foram observadas variacdes

em relacdo a sequéncia prototipo do gene E6 (FRf)ra
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Figura 29. Variabilidade genética da LCR e dos genes E6 e Lledsolados de HPV-52Em cinza,
nucleotideos conservados em relacdo a sequénddipop hachurado, variacdes nucleotidicas previaee
relatadas na literatura (Ahet al, 2003, Calleja-Maciast al, 2005, Gagnoret al, 2007) e em negrito,
variacdes de nucleotideos ndo descritas na litar&substituicbes de aminoacidos ndo-conservat¥as
novos variantes moleculares detectados neste ess@i@ marcados com asteriscos. Ref: sequénciatipmt

do HPV-52; D1: delecdo de 5bp entre os nt 7387-7B21 delecdo de G no nt 7713; I1: insercdo de TG
entre os nt 7288-7289; 12: insercdo de CTAAAC enet 7702-7703; ND: sequéncia ndo determinada, C:
cisteina, D: aspartato, E: glutamato, K: lisinafr€onina, S: serina.

Em relacdo ao fragmento do gene L1 analisado,otediss Bsb-86 e Bsb-406 néo
apresentaram substituices nucleotidicas em relag@gmuéncia prototipo (Figura 29). O
isolado Bsb-20 apresentou uma variagdo nucleotiivda ndo descrita na literatura na
posicdo 6922 que leva a substituicdo conservatvsedna (S) para cisteina (C) no codon
453. Analogamente as sequéncias da LCR e de E@i@ wariabilidade no gene L1
também foi detectada no isolado Bsb-15. Foram whdas no fragmento do gene L1
analisado 12 variacdes nucleotidicas previamenseritiess por Gagnoret al. (2007).
Dentre essas, a mutacao na posicéo 6983 leva tgighe de aminoacido conservativa de
aspartato (D) para glutamato (E) no codon 473, amguque as alteracdes nas posicdes
6703 e 6711 resultam em substituicdes ndao consasate lisina (K) para treonina (T) no
coédon 380 e de serina (S) para aspartato (D) nonc883, respectivamente.

A andlise filogenética da LCR do HPV-52 foi reaflaautilizando-se uma
sequéncia de 631pb obtida de 71 isolados. Forahidios quatro amostras do Distrito
Federal sendo as demais 66 sequéncias oriundasivedessas regides do mundo e
previamente caracterizadas no estudo conduzidGgiteja-Maciaset al. (2005).

Quatro clados distintos foram observados na filogelo HPV-52 com valores
de bootstrapsignificativo (Figura 30). Os isolados Bsb-15 e(BB8 (Calleja-Maciast
al., 2005) formaram um ramo distante filogeneticameattts demais isolados de HPV-52.

Ambos variantes foram detectados até o momentoaapan Brasil, o que levou a
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classificagéo preliminar como um ramo Brasileiratr® ramo n&o pode ser classificado
baseado em composi¢cdo étnica ou geografica, umaywezé composto por amostras
provenientes do Marrocos, Brasil e México. Todosismados coletados na Europa
ficaram agrupados em um ramo juntamente com ansodgaoutras partes do mundo,
levando a classificagdo de um ramo Europeu. Finakne ultimo ramo foi classificado

como um ramo Asiatico por ser composto quase radidatle por amostras de origem
asiatica. Os isolados do Distrito Federal Bsh-2-B6 e Bsb-406 se agruparam no ramo

Europeu, onde também esta localizada a sequémti@ipo do HPV-52 (Figura 30).
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Figura 30. Analise filogenética do HPV-52Em adicdo as amostras analisadas neste estudoti@snos
marcadas com asterisco para facilitar a localiZaédiam utilizadas amostras do estudo de Calleja-
Maciaset al. (2005). As siglas que antecedem o nimero das easdstlicam a procedéncia geogréfica:
Sao Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Reiéxico (MX); Edimburgo, Escécia (ED); Cidade
do Cabo, Africa do Sul (SA) e Oklahoma, Estadosdosi(OK); Marrocos (MR); Noruega (NW);
Heidelberg, Alemanha (HE); Filipinas (PH); Taipdiaiwan (TW). Arvore de Méaxima Parsimdnia
enraizada com o HPV-35 como grupo externo. Os galoos ramos correspondem aos valores de
bootstrapcalculados pelo método UPGMA e algoritmo LogD&060 réplicas. Sao mostrados valores de
bootstrapacima de 50%. O valor da barra de escala no cauoeedo inferior representa a distancia
genética em substituicdes por nucleotideo do fragonenalisado. A sequéncia protétipo do HPV-52 esta
destacada por um retangulo.
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5.7. HPV-58

A andlise da sequéncia da LCR de oito isolados é-BB revelou trés variantes
compreendendo quatro variagcdes nucleotidicas psrenarelacdo a sequéncia prototipo.
As substituicdes nas posicdes 7266 e 7714 foraectdelas em todos isolados de HPV-58
analisados. Esta ultima est4 localizada sobreoptdenciais sitios de ligacdo aos fatores
NF-1 e C/EBP. Adicionalmente, a variagdo de G paraa posicao 7788 localiza-se
sobreposto a um potencial sitio de ligacdo paraABZubstituicdes de C para G e C para
T nas posicOes 7265 e 7266, respectivamente, aiAdaestdo descritas na literatura
(Figuras 31).
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Figura 31. Variabilidade genética da LCR e dos genes E6 e Lledsolados de HPV-58Em cinza,
nucleotideos conservados em relagdo a sequénddipoo hachurado, variagdes nucleotidicas previdene
relatadas na literatura (Stewat al, 1996; Xinet al., 2001; Calleja-Macias et al2005) e em negrito,
variages de nucleotideos ndo descritas na litera@ls novos variantes moleculares detectados essteéo
estdo marcados com asteriscos. Ref: sequéncidipomotd HPV-58; ND: sequéncia ndo determinada.

Em relacdo a andlise da sequéncia do gene E6 dastrammnde HPV-58, foi
detectado o0 mesmo variante nos oito isolados adalss contendo uma substituicéo
nucleotidica silenciosa de C para T na posicao [B@viamente descrita por Xiet al.
(2001) e Calleja-Maciast al. (2005) (Figura 31).

Sete isolados de HPV-58 tiveram a sequéncia de ragménto do gene L1
analisada. Foram detectadas duas variacbes ndatesti silenciosas, sendo que a
substituicdo de C para T na posicao 6727 ainddaidielatada na literatura (Figura 31).

A andlise filogenética da LCR do HPV-58 foi reatlaaa partir de fragmentos de
461pb de 102 isolados, dos quais, oito isolados) emaundos do Distrito Federal e as
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demais sequéncias foram obtidas a partir do basnéngico GenBank, depositadas por
Calleja-Maciaset al. (2005). Os isolados Bsb-93 e Bsb-295 formaram gmpamento
isolado combootstrapsignificativo, justificado pela presenca de umaagéo na posicao
7788, detectada apenas nesses dois isolados (B@ur&®s demais isolados do Distrito
Federal se agruparam com baixo valorbd®strap no ramo onde estdo a maioria das
amostras incluidas nesta analise filogenética. fdéam observados aglomerados étnicos

ou geograficos especificos na analise filogenékichlPV-58.
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Figura 32. Analise filogenética do HPV-58Em adicdo as amostras analisadas neste estudoti@snos
marcadas com asterisco para facilitar a localiZafgiam incluidas amostras do estudo de Callejaifdac

et al. (2005). As siglas que antecedem o nUmero das eamasidicam a procedéncia geografica: Sao
Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei, Mégi (MX); Edimburgo, Escécia (ED); Cidade do
Cabo, Africa do Sul (SA), Oklahoma, Estados Uni@ox), Taipei, Taiwan (TW), Tailandia (TH) e
Filipinas (PH). Arvore de Maxima Parsimonia enrdez@om o HPV-16 como grupo externo. Os valores
nos ramos correspondem aos valorebatestrapcalculados pelo método UPGMA e algoritmo LogDet e
1000 réplicas. Sdo mostrados valoreshdetstrapacima de 50%. O valor da barra de escala no canto
esquerdo inferior representa a distancia genétioa sebstituigbes por nucleotideo do fragmento
analisado. A sequéncia prototipo do HPV-58 estéadada por um retangulo.
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5.8. Analise das distancias genéticas intratipicas

A distancia genética intratipica foi determinadlm®mparacdo das sequéncias
da LCR dos isolados de HPV-31, -35, -52 e -58 datles no Distrito Federal com
todas as sequéncias depositadas até o momentonno ta dados GenBank. Para a
analise da distancia genética do HPV-33, foram @wagas as sequéncias de um
fragmento do gene L1 dos isolados do Distrito Feddeom aquelas depositadas no
GenBank por Stewast al. (1996), uma vez que sequéncias da LCR de HPV-88asb
em outros estudos nao estéao disponiveis no baméomieo.

As maximas distancias genéticas encontradas en#isqyer duas sequéncias,
incluindo a sequéncia protétipo de cada tipo vieatdo descritas na Tabela 6. A partir
da analise da LCR, a maxima distancia genéticdddi2 variacdes nucleotidicas de um
fragmento de 504pb (2,38%) para o isolado Bsb-Z22HEV-31, seis variacoes de um
fragmento de 664pb (0,90%) para o isolado Bsh-E2HBIV-35, e oito variagbes de um
fragmento de 461pb (1,73%) para os isolados Bské-B8b-295 de HPV-58. O isolado
Bsb-15 de HPV-52 apresentou a maior distancia gené23 variacdes de 797pb
(3,03%) em relacéo a sequéncia da LCR do HPV-5®ipo. Além disso, a maxima
distancia genética, entre os isolados de HPV-3B,dé quatro variagbes de um
fragmento de L1 de 406pb (0,98%) para os isoladkis 23 e Bsb-31. No total, foram
descritos 13 novos variantes em relacdo a respedaguéncia prototipo, cujas

sequéncias estao apresentadas no Anexo Il.
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Tabela 6. Comparagdo do numero de variagBes nucleotidicas
relativas ao total de nucleotideos sequenciados e &xmas
distancias genéticas intratipicas entre os isoladae HPV-31, -33, -
35, -52 e -58 detectados no Distrito Federal.

Tipo de HPV Isolados Maxima distancia Ndmero de

genética (%) amostras
Bsb-3¢ 1,5¢ 1
Bsh-13: 2,1F 1
Bsh-14( 2,0C 1
HPV-31  Bsb-19: 1,9¢ 5
Bsb-21¢ 0,8C 1
Bsb-22: 2,3¢ 1
Bsb-299 2,18 1
Bsb-2: 0,9¢ 2
HPV-33 Bsb-24 0,74 5
Bsb-59 0,46 1
Bsbh-7¢ 0,42 1
HPV-35 Bsb-8: 0,5¢ 1
Bsb-121 0,90 1
Bsb-1¢ 3,02 1
HPV-52 Bsb-20 2,05 3
Bsb-9: 1,72 2
HPV-58  Bsb-12¢ 1,51 5
Bsh-329 1,30 1

5.9. Analise da expressao do promotor de E6/E7 de varites de HPV-58
A sequéncia completa da LCR de trés variantesthstide HPV-58 detectados
no Distrito Federal foi clonada a montante do gepérter luciferase, no vetor pGL3-
Basic. A Figura 33 mostra as quatro variacdes otidieas pontuais detectadas entre
estes variantes naturais de HPV-58 (Bsb-295, BSh&2Bsb-367). Além disso, a
sequéncia da LCR do HPV-58 prototipo (HPV-58prathivém foi clonada no vetor
pGL3-Basic.
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LCR
N7 717
Isolados |2]2] 7| 7
6|6 1| 8
5|61 4] 8
Ref CICIA| G
Bsbh-29: TIG| A
Bsh-32¢ Tl G
Bsb-367 |G|T| G
HPV-58pro
HPV-58mu A
Bsb-367mL |G| T] G| A

Figura 33. Variabilidade genética da LCR dos isolados de HPV& Em cinza, nucleotideos sem
alteracdo em relacéo a sequéncia protétipo.

As construcdes obtidas foram transfectadas ema®@B3, juntamente com

o vetor pCMV§$gal, utilizado como controle da eficiéncia das ¢fangbes. Também

foram transfectados vetores recombinantes contend®R completa dos isolados

protétipo de HPV-16 e -18 previamente construidms ficheroet al. (2005). Foram

realizados ao menos sete experimentos nos quaigetoses recombinantes foram

transfectados em triplicata. Os valores relatigesunidades de luminescéncia obtidos

em cada experimento foram normalizados pelo contgiidtéico e pela atividade da

enzimaf-galactosidase, e posteriormente comparados aosesahedidos para o HPV-

16 protétipo, determinando-se, desta forma, rasélasvas (Figura 34).

Experimentos (razdes relativas) s Desvio

Isolados 1 > 3 7 = 6 Média padrio

HPV-16 1 il ] 1 1 | il L 1,00 0,00
HPV-18 7,14 7,49 9,38 9,714 7,73 325 407 3,90 6,97 2,7p
Bsb-295 796 4,85 5,03 7,04 476 2180 3,26 B,66 5,10 1,90
Bsb-329 0,49 0,47 045 0,87 054 0j19 Q0,41 0,63 0,49 0,19
Bsb-367 0,6 0,92 1,37 1,49 195 076 (4,41 1,30 1,08 0,91
HPV-58 prot - 1,20 1,8p 1,21 1,85 068 0}54 153 1,14 0,45
HPV-58 mut - 2,99 494 6,15 348 201 140 355 3,5( 1,68
Bsb-367mut - 0,0p 0,42 0,03 0p4 0j02 (d01 0,03 0,03 0,0p

Figura 34. Razdes relativas de unidades de luminescéncia (RLld¥tectadas entre os isolados de
HPV-58, -16 e -18Foram realizados no minimo sete experimentos nass @s vetores recombinantes
foram transfectados em ftriplicata. Aos valores d&J Referente ao HPV-16 protétipo foi atribuido o
valor 1. Os valores de RLU detectados nos demaladss foram comparados aqueles obtidos para o
HPV-16 em cada experimento. O hifen indica quexpeemento 1 ndo foram analisadas as atividades
transcricionais dos isolados indicados.

A Figura 35 mostra graficamente os resultados obti€onforme esperado, o

HPV-18 protoétipo apresentou uma atividade trangsrad cerca de sete vezes maior

que a do HPV-16 protétipo (Sicheat al, 2005). Pode-se observar que o HPV-58
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protétipo e os variantes Bsb-329 e Bsb-367 de HBVapresentaram atividade
transcricional similar ao HPV-16. Por outro ladoyariante Bsb-295 apresentou uma
atividade trancricional cinco vezes maior que o HB\frotoétipo, e similar ao HPV-18
protétipo (Figuras 34 e 35). As atividades tramsonais obtidas pelo HPV-18 protétipo
e pelo variante Bsb-295 nao foram estatisticandifgeentes (Figura 36).

A analise das varia¢des nucleotidicas detectadiz=aigue a Unica diferenca na
sequéncia da LCR entre os variantes Bsb-295 e B8bé3a substituicdo na posicéo
7788. Desta forma, essa variacdo parece ser ansgsmd pelo aumento transcricional
observado para o variante Bsb-295.

A fim de verificar a influéncia da variagéo na gas 7788 isoladamente sobre a
atividade do promotor de E6/E7, foi construido, pwio da técnica de mutagénese
sitio-dirigida, o mutante HPV-58mut contendo, ngusncia da LCR do HPV-58
prototipo, apenas essa variagdo. Além disso, fobé&mn construido o mutante Bsb-
367mut que apresenta na sequéncia da LCR as gaaitigdes nucleotidicas detectadas
entre os isolados de HPV-58 do Distrito Federajfa 33).

10,0 *
9,0

8,0 -
7,0 1 -
6,0 *
5,0 -

RLU

4,0 T
3,0 1 - \
2,0 1

1,0 I I

0,0 T T T
HPV-16 HPV-18 Bsb-295 Bsb-329 Bsb-367  HPV-58prot HPV-58mut Bsb-367mut
Variantes

Figura 35. Unidades Relativas de Luminescéncia (RLU) detectadantre os isolados de HPV-58, -
16 e -18.As médias de RLU, obtidas a partir das razdes da eaperimento realizado, foram plotadas
juntamente com os respectivos desvios padrdes.st@sisgos indicam que os isolados indicados néo
foram estatisticamente diferentes entre si, maanioestatisticamente diferentes em relacdo aos demai
isolados (p<0,005, 1C:95%).

A insercdo da substituicdo na posicdo 7788 na segué&la LCR prototipo
resultou no aumento da atividade transcricional agmoximadamente 3,2 vezes em

relacdo ao HPV-58 prototipo (Figuras 34 e 35). thgdades transcricionais observadas
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para o variante Bsb-295, o mutante HPV-58mut e U-H® ndo foram estatisticamente
diferentes, no entanto, eram estatisticamententhstidos demais variantes analisados
(Figura 36). Em conjunto esses dados indicam gailéeeacdo na posicado 7788 parece

ser a principal causa do aumento da atividadedrizienal observada para o variante
Bsb-295.

Valor de p - Teste de Wilcoxon

vanantes 5016 | HPv-18 | Bsb295 Bsb-32  Bsb-36f HPV-58 pfot  HPVAGA
HPV-16
HPV-18 0,0004

Bsh-295 0,0004 0,3282

Bsb-329 0,0004 0,0001 0,0001

Bsbh-367 1,0000 0,0001 0,0001 0,020y
HPV-58 prot 0,1489 0,0003 0,0007 0,005 0,95%
HPV-58 mut 0,0005 0,0540 0,189 0,0008 0,002 0,0028
Bsb-367mut 0,0005 0,0010 0,0014 0,0014 0,0014 0,00211 0,00%

Figura 36. Analise estatistica das médias de unidades relatwale luciferase (RLU).O resultado
obtido foi gerado a partir do teste ndo paramétried/Nilcoxon, por meio do sistema estatistico R. O
intervalo de confianca considerado foi de 95%.

O mutante Bsb-367mut que apresenta todas as ®asaqucleotidicas
detectadas no presente estudo apresentou umaaalgvidanscricional muito baixa

indicando que a presenca artificial das quatroagies parece inibir fortemente o
promotor de E6/E7 de HPV-58.
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6. Discusséo

No mundo, o tipo de HPV mais prevalente € o HPV-détectado em
aproximadamente 30 a 40% das lesGes cervicais fe gahu. Entretanto, a
prevaléncia dos outros tipos virais de alto risemiav entre os diferentes paises e
mesmo entre as regides geograficas de um mesmaoApdistribuicdo dos gendtipos
do HPV no Brasil parece ser complexa, ja que swevapgncia pode diferir
significativamente mesmo entre cidades bem préoxi(tRC, 2007). Portanto, os
dados coletados em uma cidade ou municipio naonpeée generalizados para todo
0 pais ou mesmo para uma regido geografica esggechidistribuicdo diferenciada
dos tipos de HPV no mundo tem determinantes aiadecthhecidos.

Até o momento, poucos estudos foram conduzidos ralmmehte com o
intuito de analisar a variabilidade genética dediple alto risco menos prevalentes
gue os HPV-16 e -18. O estudo dos variantes ma@eesildos diversos tipos de HPV
em diferentes regides geogréficas € de grande témpma para a caracterizacdo de
polimorfismos intratipicos especificos, além da liaeada distribuicdo destes
genotipos ao redor do mundo. Esses estudos poderacér evidéncias sobre a
existéncia de diferencas biolégicas na transmigtilie e patogénese entre o0s
variantes moleculares do HPV, além de contribuirapa desenvolvimento e
utilizagéo efetiva de vacinas.

Os diferentes tipos de HPV apresentam uma orgaaozgendmica similar, no
entanto podem diferir nos niveis de expressao géAitranscricdo dos genes virais é
um processo complexo envolvendo fatores transcitsocelulares e virais que atuam
concomitantemente, podendo resultar na estimulagdepressao da transcricdo das
proteinas oncogénicas do HPV (Bernard, 2002). Yitega moleculares distintos,
apesar de pertencerem ao mesmo tipo viral, podeeseqar uma expressao génica
diferenciada (Kd&mmest al, 2000; Sicheret al, 2005), uma vez que a variabilidade
na LCR pode atingir até 5% entre esses isolado®{(ldh1993).

6.1. Analise da variabilidade genética de variantes de IP\V-31, -33, -35, -52 e -
58.
O estudo da variabilidade intratipica do HPV peemdt verificacdo das
diferentes formas genéticas desse virus e o edadorigem e propagacdo dos

diversos variantes ao redor do mundo. Além dissmalise da variabilidade do HPV
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€ uma ferramenta importante em estudos epidemaasgvisto que a infeccéo por
determinados variantes moleculares apresentam anu€ricia maior a se tornar
persistente, um fator de risco para o desenvolvionée lesdes cervicais (Villet al,
2000; Xi et al, 2006; Ahoet al, 2004; Gagnoret al, 2007). A caracterizagéo
molecular destes isolados pode também contribué& paonhecimento da associacéo
de variantes especificos com uma maior oncogemieidalém de ter potenciais
implicagbes para o desenvolvimento e eficacia da vacina (Sichero e Villa, 2006),
e de testes de diagnostico e de marcadores labaistta infecgao.

Neste estudo, foi realizada a caracterizacdo dgséseias de nucleotideos
completas da LCR e do gene E6, aléem de um fragmentgene tardio L1 de
amostras oriundas do Distrito Federal infectadas es HPV-31, -33, -35, -52 e -58.
AlteracBes de aminoacidos detectadas nas protefias L1 poderiam interferir na
atividade destas. Além disso, substituicdes na pGderiam influenciar a localizacéo
e afinidade de sitios de ligacéo para fatores ¢ramgnais celulares e viral.

A composicédo de sitios de ligacao para fatoresates¢ricdo na LCR, predita
pelo programa MATCH, revelou algumas diferencas entre os cinco tiposie
analisados. Para esta analise, foram pesquisatios de ligacdo para fatores
transcricionais que ativam (AP-1, E2, GRE, NF-1t-OcTATA-box, Spl e c-Myc/c-
Max) ou reprimem (YY1 e C/EBP) a transcri¢cao vifaérnard, 2002), previamente
observados nas LCR dos HPV-16 e -18 e disponiwibillioteca de matrizes do
programa TRANSFAC®. Na LCR do HPV-16 foram deserilguatro sitios de
ligacdo para a proteina E2 viral, definindo a LGR teés segmentos distintos: 5,
enhancere 3’ (O'Connoret al, 1995). As LCR dos HPV-31, -33 e -52 também
apresentaram quatro sitios de ligacdo para E2,aetguue as dos HPV-35 e -58
apresentaram trés e cinco sitios, respectivamentegeral, o maior nimero de sitios
de ligacao foi detectado para o fator de transorogdular YY1, seguido de sitios para
os fatores Oct-1 e C/EBP. Esses dados sao simgaegiescritos para o HPV-16
(O’Connoret al, 1996; Bauknechet al, 1996), exceto pelo menor nimero de sitios
de ligacdo para o fator Oct-1 observado na LCR B¥H6 (O’Connor e Bernard,
1995). Sitios de ligacdo para o fator NF-1 na LORHE®V-16 foram descritos apenas
na regidao doenhancer(Chong et al, 1991), entretanto, essa caracteristica foi
detectada apenas para os HPV-31 e -33. Foram tamiifs®rvadas algumas
particularidades: a auséncia de sitios de ligagda $p-1 no HPV-33, para AP-1 no
HPV-31 e do TATA-box nos HPV-33 e -52. Além disapenas na LCR do HPV-52
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foi detectado um sitio para o elemento de respaggiicocorticoide (GRE) e, em
nenhum dos tipos virais analisados foram detectaidms de ligacdo para c-Myc/c-
Max. E possivel que a nio observacio de sitiosgsses fatores se deva aos altos
valores de coincidéncia utilizados nesta andligeqilalguer maneira, S80 necessarios
estudos que comprovem a existéncia e a relevamaece @ atividade transcricional
viral dos sitios detectados nas posicoes preditas.

Apesar de laborioso e oneroso, o procedimento ©@sumente utilizado
para a caracterizacao dos diferentes variantesnqiessem uma amostra biologica, até
0 momento, é o sequenciamento do DNA obtido arpdatiamplificacdo por PCR
utilizando-se iniciadores consensos ou especifiEgdretanto, o0 sequenciamento
direto de um produto de PCR nédo é adequado paesaaterizacdo de sequéncias
oriundas de multiplos tipos de HPV em uma mesmastmoja que sera detectado
preferencialmente o tipo de HPV mais representadmesma (Vernost al, 2000).
Nas amostras deste estudo em que foram detectegloarpente mais de um tipo de
HPV, foi realizada a clonagem dos amplicons antesedjuenciamento. Desta forma,
foi possivel analisar os diferentes variantes mtese em 8 amostras que
apresentavam co-infeccdo. O sequenciamento divettboagem de produtos de duas
reacdes de PCR independentes, além do sequenaadeeabd menos dois clones de
cada variante detectado, garante a auséncia deietroeduzidos durante a reacao de
amplificagéo.

Por meio da andlise da sequéncia da LCR, podessz\va que o tipo de HPV
gue apresentou a maior variabilidade genética feIRY-52 (3,03%), seguido do
HPV-31 (2,38%), -58 (1,73%) e -35 (0,90%). Adicibnante, a andlise da sequéncia
de um fragmento do gene L1 entre os isolados de-BPYevelou que a maxima
distancia genética foi de 0,98%. Neste estudo, D¥os variantes foram
caracterizados. O grande numero de novos variglgestados pode ser explicado
por terem sido conduzidos poucos estudos, até oemmnacerca da variabilidade
genética desses HPV menos prevalentes. Substsudgaucleotideos que resultam
na parada precoce da traducdo ou em mudanca ndefésitura ndo foram detectadas
nas sequéncias de E6 ou L1 analisadas.

E valido ressaltar que um fragmento de 545pb da ldeRirés dos oito
isolados de HPV-58 analisados neste estudo forawigmnente caracterizados no

estudo conduzido por Calleja-Macias al (2005). Entretanto, no presente estudo,
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foram analisados n&o s6 um maior numero de isolde#$PV-58, como também um
fragmento do gene L1 e a sequéncia de nucleotteopleta da LCR e do gene EG6.

Os isolados de HPV-31 apresentaram variacOes riditss ainda nédo
descritas na literatura nas posi¢cdes 7860 e 3 & kQas posicdes 305, 306 e 537 do
gene EG6. Interessantemente, o isolado Bsb-36 apoesa variacdo de G para C na
posicdo 7860, ao invés de G para A previamenterittegor Calleja-Maciast al
(2004) e também detectada no isolado Bsb-216. Bsbatituicdo se localiza
sobreposta a um potencial sitio de ligacdo aosefatde transcricdo celular YY1 e
Oct-1. Entretanto, o efeito das substituicoes enadas sobre a ligacdo dos mesmos a
LCR é ainda desconhecido.

As sequéncias da LCR dos dois isolados de HPV-3Bsados apresentaram
uma delecdao de 78pb previamente descrita na UtarafGagnonet al, 2004;
Khouadriet al, 2006). Foi observado que a auséncia dessa deésta associada
com a persisténcia viral (Gagnat al, 2004), sugerindo, portanto, um papel
supressivo para a presenca do fragmento de ir8pivo. Além disso, a variacao
nucleotidica de C para G na posicao 7732, detectadsolado Bsb-23, foi associada
com a presenca de lesdes cervicais de alto graau@ghiet al, 2006).

Foi detectado um novo variante de HPV-35 (Bsb-1@d¢ apresentou a
variacao nucleotidica de A para G na posicao 7418QR. Esta substituicdo ndo esta
localizada sobreposta a nenhum sitio de ligacadadoses de transcricdo analisados
neste estudo utilizando-se o programa MATCH. Eamtet € importante ressaltar que
a atividade de uma regido regulatéria depende datasresenca dos motivos-
responsivos, mas também das sequéncias adjacOmidsket al, 1988).

O HPV-52 néao s6 foi o tipo de HPV que apresentawa#r variabilidade nas
trés regides gendmicas analisadas, mas tambémeaquel apresentou o maior
numero de variagcdes nucleotidicas ainda ndo dascna literatura. Nove novas
variagdes nucleotidicas foram detectadas na LChsalado Bsb-15, sendo muitas
delas localizadas sobrepostas a potenciais siédgyacdo a fatores transcricionais
celulares e viral. A substituicdo nucleotidica dpafa G ou C na posicdo 7624 foi
detectada em 2 de 4 amostras analisadas. Inteterssarte, a mutacao nessa posicao
parece estar associada com a persisténcia daaofpog HPV-52 (Aheet al, 2004).
Entretanto, o pequeno numero de amostras analisakte estudo impossibilita

consideracdes adicionais. Em relacdo ao gene L1lnavo variante foi detectado
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(Bsb-20), apresentando uma variacdo nucleotidicasim®nima na posicdo 6922,
ainda néo descrita na literatura.

Embora tenham sido detectadas quatro variacdegatiditas na LCR dos
isolados de HPV-58, observou-se que as sequénaasE@ eram altamente
conservadas, apresentando uma Unica variacao @ ¢sdsolados analisados. Isso é
esperado, visto que o segmento da LCR esta sobrmpesssao seletiva que a regiao
codificadora, e portanto pode apresentar um numaior de variagdes nucleotidicas
(Yamadeet al, 1995).

As LCR dos isolados de HPV-31, -35 e -58 e, prialogente, as de HPV-33 e
-52 analisados neste estudo, apresentaram um gramtero de substituicoes
nucleotidicas, sendo que algumas delas se encostthrapostas a potenciais sitios
de ligacdo para fatores de transcricdo, podendtargo, influenciar a expresséo dos
oncogenes virais. Além disso, as insercdes e dedegétectadas podem modificar a
estrutura da fita de DNA, podendo afetar a intevad@ fatores de transcricdo com
seus sitios de ligacdo localizados na LCR. Experiose envolvendo delecdes e
mutagfes pontuais de nucleotidios da LCR indicagam a atividade denhancer
viral depende da ativacdo cooperativa de muitosrdatde transcricdo, sendo sua
atividade muito reduzida pela eliminacdo dos sitlesligacdo para AP-1 e NF-1
(Chonget al, 1991). Adicionalmente, substituicbes nucleotislipadem resultar na
supressdo da capacidade de ligacdo de fatoresamgcricdo especificos, ou pela
reducao da afinidade destes pelos seus sitiosdehecimento, ou devido a alteracao
de sua habilidade em interagir com outras protgBesiard, 2002).

Entre as amostras de HPV estudadas, foram detectadsstituicdes nao
silenciosas em ambos o0s genes E6 e L1, sendo gumad resultaram em alteracoes
nao conservativas de aminoacidos. As substituigi@s conservativas levam a
alteracdo das propriedades fisico-quimicas dosaauidos. No entanto, o efeito de
cada mutacdo pontual sobre a atividade da protEipande da posi¢do e funcdo do
aminoacido alterado, além da combinacdo com outmgcdes possivelmente

detectadas na mesma proteina.

6.2. Analise filogenética dos HPV-31, -33, -35, -52 €3:5
A analise da variabilidade nucleotidica intratipittes HPV-16 e -18 tem sido
extensivamente estudada e serve como ferramentatanpe para tragar a filogenia e

evolucao destes virus. Através da analise filogeméaseada em sequéncias parciais
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da LCR, foi descrito que os diferentes variantes idBV-16 e -18 parecem ter co-
evoluido com os trés maiores ramos filogenéticordnos (africanos, caucasianos e
asidticos). Os variantes do HPV-16 foram agrupaeios cinco clados distintos:
Europeu (E), Asiatico (As), Asiatico-Americano (AAfricano 1 (Af-1) e Africano

2 (Af-2) (Hoet al, 1993; Charet al, 1992). A arvore filogenética de isolados do
HPV-18 revela os ramos Africano (Af), Europeu (EAsiatico Americano (AA)
(Ong et al, 1993). Variantes de cada um desses ramos estéi@ntemente
distribuidas nas diversas regides geograficas @Daf, 1993; Yamadat al, 1997)

A analise filogenética dos HPV-31, -33 e -58 néwelau agrupamentos
étnicos ou geograficos especificos como relatada pa HPV-16 e -18 (Het al,
1993; Onget al, 1993), uma vez que as amostras de diferent@ssldo mundo se
localizaram por todos os ramos. Isso era esperadialal & pequena variabilidade
detectada nas LCR dos HPV-31 e -58, e na sequé&ltecibl dos isolados de
HPV-33, o que também justifica os valores lmEotstrapndo significativos na
maioria das entradas dos ramos.

Baseado nas sequéncias de fragmentos da LCRge&rdaotomicas foram
previamente observadas para os variantes de HP\383;53 e -66 (Calleja-Macias
et al, 2005; Khouadriet al,2006; Pradcet al, 2005). No presente estudo, nao foi
possivel realizar a analise filogenética das sexjagémla LCR de isolados de HPV-33,
ja que as sequéncias obtidas em outros estudosst@o disponiveis no GenBank.
Uma vez que essa dicotomia foi somente detectamla subtipos de HPV, pode-se
sugerir que o HPV-35 e -33, assim como os HPV-536 podem estar em um
processo evolutivo que pode levar a novos subgpegentualmente a novos tipos de
HPV (Pradcet al., 2005).

No estudo conduzido por Calleja-Mackisal. (2005), a analise filogenética
do HPV-52 foi realizada a partir de sequénciasigarcda LCR de 66 amostras de
diferentes regides geograficas de vérias partesiagltdo, e 18 variantes gendmicos
distintos foram caracterizados. Foi sugerido atéma de um ramo Asiatico-Nativo
Americano. No presente estudo, a filogenia dasé&uegas de HPV-52 divergiram
marcadamente em quatro ramos distintos que apaeaenvalores altos d@otstrap
Foi possivel caracterizar ramos Asiatico e Europenia vez que as sequéncias de
amostras provenientes desses continentes estaverentadas nesses agrupamentos.
Além disso, outro ramo era composto somente pas gequéncias oriundas do Brasil

(Bsb-15 and BR0258), podendo ser preliminarmendssdicado como um ramo
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Brasileiro. A formacdo deste ramo Brasileiro poder gustificada pela alta
variabilidade genética detectada exclusivamenteGR destes isolados. Entretanto,
outras amostras oriundas do Brasil estdo localzagta todos o0s outros ramos
filogenéticos. O quarto ramo ndo mostrou relac@&tou geogréfica especifica ja
gue era composto por isolados originarios do Bradiéxico e Marrocos. Pelo
exposto, pode-se sugerir que os variantes molesutie HPV-52 co-evoluiram com
0S maiores grupos étnicos humanos, analogamerdbsaovado para os HPV-16 e -
18, embora em uma taxa evolutiva mais lenta (GaNégciaset al, 2005; Hoet al,
1993; Onget al, 1993). Entretanto, estudos com um maior nimera@amostras
sdo necessarios para consolidar a filogenia do HP\6bservada no presente
estudo.

A auséncia de aglomerados étnicos ou geografiquecH#ikos foi observada
para genaotipos de HPV que séo raros quando congségadlta prevaléncia do HPV-
16. Nao se sabe o motivo de diferentes gendtipddRl¢é apresentarem prevaléncia
distinta, mas é provavel que tipos mais abundasdeadispersem mais rapido que os
genotipos raros. Consequentemente, a diversificagadipos raros do HPV ocorreria
em uma escala de tempo diferente que a do HPV-Aaro, ndo associada a
dispersao dos principais grupos étnicos humanesurao (Pradet al, 2005).

Os resultados obtidos neste estudo foram recentenpeblicados (Raioét
al., 2009) e estdo apresentados na forma de artignifcie no Anexo I. Até o
momento, este € 0 estudo mais extenso acerca idailrdade genética e da filogenia
dos tipos de HPV de alto risco HPV-31, -33, -32 €-58 detectados no Distrito
Federal, ampliando o conhecimento sobre a divesidbebsses virus cujos dados

disponiveis ainda sdo muito limitados.

6.3. Analise da atividade transcricional do promotor deE6/E7 de variantes
de HPV-58.

Durante as ultimas décadas, a comunidade cientd#itase interessado em
inferir funcionalmente a importancia da variabitlda genética sob o potencial
oncogénico dos diferentes variantes molecularedM. A fim de avaliar o efeito
das mutacdOes sobre a atividade transcricional ,viealsaios que envolvem a
quantificacdo da expressdo de um gene reportatdiganontante da LCR tem sido

utilizados. Entretanto, € importante ressaltar geges experimentos refletem uma

situacao artificial na qual a atividade esta sem@alida utilizando-se um plasmidio
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epissomal, em um meio celular definido e em um#uln vitro. Apesar dessas
limitacOes, esses experimentos funcionais aindaaséwelhor forma disponivel de
averiguar os efeitos das variagdes nucleotididas sxpressao viral.

Até o momento, ndo foram realizados estudos fuagsoenvolvendo variantes
moleculares de outros tipos de HPV de alto riscoaa@revalentes que os HPV-16 e
-18. Foi observado que variantes moleculares de-HP¥ -18 apresentam atividades
transcricionais distintas (Kd&mmet al, 2000; Sicheret al, 2005). Adicionalmente,
a variabilidade das oncoproteinas E6 e E7 tambénsignificAncia funcional, como
sugerido por estudos vivo e in vitro (Stoppleret al, 1996a; Chocet al, 2000;
Grodzkiet al, 2006; Contreras-Paredetsal., 2009; Zehbet al, 2009).

Alguns estudos sugerem que funcionalmente variar@es=Europeus de HPV-
16 sdo mais oncogénicos quando comparados a \ewidbtiropeus. A maior
oncogenicidade observada por esses variantes gpodsribuida a um aumento na
atividade transformante dos oncogenes E6 e E7 (@had, 2000; Zehbeet al,
2009), a uma maior eficiéncia da replicagéo vikdlilfert, 2005) ou a uma maior
estimulacdo da expressdo dos genes precoces (\&rats1999; Kdmmert al,
2000; Sichereet al, 2005). Adicionalmente, a maior parte dos estumokgicos e
epidemioldgicos conduzidos em populacBes com coiggmsnulti-étnica indicam
gue variantes Asiatico-Americanos de HPV-16 e -&8 mais oncogénicos que
variantes Europeus (Villat al, 2000, Berumetrt al, 2001; Hildesheinet al, 2001;
Sicheroet al, 2007; Xiet al, 2007). Entretanto, estudos adicionais sdo negessa
para avaliar o significado da variabilidade inpeth e a possivel correlagdo com os
dados gerados em estudos epidemiolégicos.

No Distrito Federal, o HPV-58 é o segundo tipo nm@isvalente, tendo sido
detectado em 13,43% das amostras de lesdes cerdeaialto grau analisadas
(Céamareet al, 2003). A alta prevaléncia de HPV-58 também ftatemla em amostras
oriundas do Norte (7,1%) e Nordeste (8,2%) do Brdsirenzatoet al, 2000;
Noronhaet al, 1999), assim como em amostras provenientes ddchlgf7,3%),
Espanha (42,7%) e alguns paises asiaticos, conao Jap%) e China (23,8%) (Chan
et al, 1999; Giuliancet al, 2001; Sasagawet al, 2001; Touzest al, 2001).

Apesar da alta prevaléncia do HPV-58 em diferergg®es do mundo, este &
0 Unico estudo conduzido até o momento, com oigbjde analisar as consequéncias
da variabilidade genética do HPV-58 sobre o po&raicogénico do mesmo. Para

tanto, objetivou-se analisar o efeito da variahilied da LCR dos diferentes variantes
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moleculares de HPV-58, detectados no Distrito Feddesobre a atividade do
promotor de EG6/E7, localizado na LCR. Analogameats estudos realizados
anteriormente utilizando-se variantes de HPV-16rfK#&ret al, 2000; Veresst al,
1999) e -18 (Sicheret al, 2005), as sequéncias da LCR completas do HPV-58
protétipo e de trés variantes detectados no Dudeaderal foram clonadas a montante
do gene reporter luciferase e transfectados tnatesreente em células C33. No
presente estudo, foi observado que a LCR do HPYrd8tipo € sete vezes mais
ativa que a do HPV-16 prot6tipo. Esse dado é sirabaobservado anteriormente por
Sicheroet al (2005). Apesar do HPV-58 ser detectado com mémagiéncia no
cancer cervical quando comparado ao HPV-16 (Ciiffer al, 2003), o HPV-58
protétipo apresentou uma atividade transcriciomailar ao HPV-16 protétipo. Até o
momento, o HPV-58 protétipo foi detectado apenadap@io, quando foi descrito esse
tipo viral (Matsukura e Sugase, 1990; Ketial, 1991; Calleja-Maciast al, 2005).
Esses achados sugerem que é possivel que o HPYb&RigD seja um variante
molecular raro e geograficamente restrito. Outi@is dariantes (Bsb-329 e Bsb-367)
também apresentaram atividade transcricional simdados HPV-16 e -58 prototipo.
Assim, as variacfes nas posicdes 7265, 7266 e dZIUCR parecem ter pouca
influéncia sobre a atividade do promotor de E6/EH&V-58.

Por outro lado, o variante Bsb-295 de HPV-58 amteseuma alta atividade
transcricional, cerca de cinco vezes mais ativooqH®V-58 e o HPV-16 protétipo, e
estatisticamente similar ao HPV-18 protétipo. Isagere que o variante Bsb-295 de
HPV-58 pode estar associado a um alto potenciabgérico. Foi proposto que 0s
variantes moleculares de HPV-18 diferem na patag€mne® cancer cervical e que
pequenas diferencas genémicas nas oncoproteima&E®m impacto substancial na
progressao dessa doenca (de Baal, 2005). O HPV-18 estad mais freqientemente
associado ao desenvolvimento de adenocarcinoma oli® @o Utero que é
caracterizado por ser um tipo de tumor mais agressnenos diferenciado e
associado a um pior progndéstico quando comparagimares escamosos (Raxteal,
1991). As propriedades de transformacao e imosigdia do HPV foram mapeados a
LCR-E6-E7, sendo possivel portanto que variacbedeatidicas nessas regides
afetem as propriedades oncogénicas do HPV-18, euttes tipos virais (Villa e
Schlegel, 1991).

A substiuicdo nucleotidica na posicdo 7788 é actenigtica distintiva do

isolado Bsb-295 em relac&do aos outros variantd$RI&-58. Assim, o impacto dessa
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variacdo sobre a atividade transcricional foi addi utilizando-se a técnica de
mutagénese sitio-dirigida. Em comparacdo ao HP\pBE&Gtipo, a insercdo da
substituicdo nucleotidica na LCR do mutante Bsbt#8mduziu um aumento na
atividade transcricional, estatisticamente simalaetectada para o isolado Bsb-295 e,
inclusive, para o HPV-18 protétipo. Por outro ladomutante Bsb-329mut, que
apresenta todas as variacbes detectadas na LCRisdlos de HPV-58
caracterizados neste estudo, mostrou uma ativittadscricional muito baixa. I1Sso
sugere que, apesar da substituicdo na posicaoi@@8ar o promotor de E6/E7, na
presenca das outras trés substituicdes nucledidicatividade transcricional é
inibida. Entretanto, 0 mecanismo molecular que Uewo esse resultado ainda é
desconhecido.

No presente estudo, foi realizada uma analise daposicdo de sitios de
ligacdo para fatores de transcricdo na LCR do HBWbtétipoin silica. De acordo
com essa analise, a substituicdo nucleotidica racgm 7788 nao se localiza
sobreposta a nenhum sitio de ligacdo para fatemesdricionais celulares testados.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessariosapargyuar a possivel presenca de
sitios de ligacdo para fatores transcricionaislaets ndo pesquisados neste estudo e a
influéncia que a variacdo na posicdo 7788 poderiasbbre a ligacdo de fatores
transcricionais a sitios proximos.

Os estudos conduzidos com variantes molecularéfPde16 e -18 revelaram
gue nenhuma alteracdo nucleotidica individual gamesavel pelo aumento da
atividade transcricional (Veress al, 1999; Kammeret al, 2000; Sichercet al,
2005) Assim, acredita-se que a combinacdo dasgites nucleotidicas da LCR nos
variantes moleculares seja responsavel pelas dasefuncionais observadas. No
entanto, a andlise da atividade transcricional stdado Bsb-295 revelou que uma
Unica variacdo nucleotidica € capaz de aumentéividaale do promotor, podendo,
por consequéncia, levar a uma expressao elevadandogenes virais Vvivo.

Os estudos sobre a variabilidade genética do HP¥-&8& outros tipos de alto
risco mais raros que HPV-16 e -18 ainda sdo muititddos. Entretanto, futuros
estudos epidemiolégicos e sobre os variantes de-58Ppdbderdao averiguar a relagcéo
entre uma maior prevaléncia de variantes molealde HPV-58 com um maior
potencial oncogénico, como possivelmente o variBste 295, e regides geograficas
onde o HPV-58 tem sido mais frequentemente assm@alésdes cervicais de alto

grau.
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A incidéncia de cancer cervical € muito maior nas@s em desenvolvimento,
principalmente na Africa e América Latina, que passes desenvolvidos. Isso pode
ser explicado em parte pela alta fertilidade, miéigo e pela pequena cobertura dos
sistemas de salde publica nos paises em desengoteifWWHO, 2007). E também
importante ressaltar que variantes molecularescégmes de HPV podem apresentar
um maior potencial oncogénico, podendo constituir fator de risco adicional
contribuindo para a maior prevaléncia de cancewvicdr em populacbes em
desenvolvimento nas diferentes regides do munde. &eosto, a importancia da
variabilidade nucleotidica do HPV na prevalénciacélncer do colo do Utero deve ser
afetada néo apenas pela prevaléncia de cada eanastdiferentes populacdes, mas

também por diferengas funcionais intrinsecas da eadante.
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. Conclusoes

Foram detectados 13 novos variantes: 4 de HPV-8g, BPV-33, 1 de HPV-
35, 2 de HPV-52 e 3 de HPV-58.

A variabilidade genética do HPV-52 (3,03%) foi aimnaseguido dos HPV-31
(2,38%), -58 (1,73%) e -35 (0,90%).

0 A maxima distancia genética do HPV-33 foi de 0,98%.

A composicado de potenciais sitios de ligacdo na IdG&e entre os cinco

tipos de HPV analisados e em relacdo ao HPV-16.

Um grande numero de variagBes nucleotidicas estalmalizadas em
potenciais sitios de ligacdo, especialmente estrapantes de HPV-33 e -52.

A filogenia do HPV-52 revelou a presenca de 4 dadstintos (Europeu,
Asiético, Indeterminado e Brasileiro)
0 Ramos étnicos ou geograficos ndo foram encontrpds 0s outros
tipos virais.
o A filogenia dos HPV-31, -35 e -58 descrita na &tera foi confirmada

neste estudo.

O variante Bsb-295 de HPV-58 apresentou alta adedranscricional similar
ao HPV-18.
0 A variagdo nucleotidica na posic@a@88 da LCR do variante Bsb-295
foi a principal responsavel pelo aumento transeniai observado.
o Os resultados sugerem que variantes de outros tpoalto risco
também podem apresentar potenciais oncogénicastdssicomo de
HPV-16 e -18
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Ciariommic Variaiiioe Awong High-Risk HPY

22, respectivaly. Concerning the 26 pena, sl aight
isHuter examiried nad the sanie sequence pattern wich
e variption . at pesitaon BT 00 1o T e TJ-':plllll'[i-ll'l
previsushy | Xin et gl | W01, Calleju-Maeiaz et al . 2065,
e ot of twa varianis enecacterizen in the L
iregment conminsd 8 new vanamon at nuelenbids
paesilin G727

I mmbratypseal genetie distanee was celormned
alter comparing the LOE seqoences o HPY 31, 243, 252,
and 5E Eseliles o e LD seguoanes of HPVO 0 varimnts
wilh those from Lhe SlenBank dolabise, The mnxsmal
crstamane ebween any bwen isalates including | he prola.
(A and pemEprloty pet secsenaes, was 12 maLikian s
A% e HPVSIT wsnlinte Bshe227 4 vara bioas o 995
for HPWVORD ssalites Bebe23 and Behadl, 6 varisbions
s fer HPV-A5 isolale Bab-121, and & varistioms
s for HPYV-GF molates Hab-93 and Hasb-205%, The
HPV-52 molare Bal-10 showesd the highest genstac
distanee, with 22 v aveatiens (3% 0 eelative to the HPY-
52 referenae sequence, Infevestingly, a divergenees of
28% was oleryved when enmparing the L1 fragmient <
thie bEnlate to the HPW-52 protogype, Creerall L350 stes
desiited Wers mew Valiants relative to Chesr veferanee
FEELECER

Phvingeneti analvsis was undertaken gsing the
nucleplids sequences deseribéd n the curtent study
and tnee granlable at Gen Rank e poyingenetis freas
obtained for HPV-A1 anid 58 eonficmed che resulte
reprted  previously by Callgga-Mames = oal, (20605
showing conserves sumepees with no ethne ar
gengraphical disrihution Thie was al=p ohearved o
TP -4 isnlptee data not enown Marthermore. the
phylgenetic angiveis of HFV-E eequenges reveaksd a
ks bonae P wili twn deep brasehes sunilar o e
dinkn disseribend b Clalliggn-Aiscaas e al, |S0065] Cine o
s cluslors wos compersed axclusivedy by varimnts
comprising a U6 bp mserbion. oand Lhe pinee wis
cevmipiaged by varviants lacking this insertom Py 10
and AAL reven g b anporinoee o Uus nueloobade
diatinetion for tie formation of these clisters,

Phylogenetially, HEV-52 jsolates were arvanged i
T brancies with high biwtateap values, Laolates Bab-
15 and BROZSR [Callaja-Macia= e al., 20048 composed
ok Beranein, snee hear sequences are sinular bl giars
different from the sthers Intersstingly, these LU
e wWerd detectad only amang Heazilian samiples,
Annbiner clusger was cemierssd By seduue s i ginated
freom Maxicr, Brazil, aond Moroeen, Al Europesn i=olates
were concentrated on the largest hranch, sking with
sample fram ather pares of the world, Finallv, the last
Toranai was wanpoaed ol Asiarie sequences wndg emali be
regartecd g2 an Aman clusar

DSCUSSION

Glabally, the must prevalent HPY type i= HPY-16,
detectad 1 appraximately 40% of hgh-grade sarvieal
logions |4 iffoed e al 2HEL Howevar, the prevalanee
ol elhaer hagh-visk HPY vpes varees aneng differend
corpn brees and even '.|'|rr|-|||1,rr.r|||I regpions o L semee

JaHs

conrry [EAKC, 2007 HPV-21 and -33 are the seeoand
and third detected mosl frequentiy types in gh-grads
cervienl |esione worldwide, respestively. In eentral
Hrazil those sre the third and Al most prevalant
it = 1Cnmarpg &b sl B0 HIPV-52 mnd -5 are,
respectively, the sixthand sevench meost pravalent ivpes
i igh-grade servidal lesions warldwide [LARC, 207
Bt hoth are the sevanth pravalant s N e tral
Brozil |Camars et al, 20683 Noverthelegs, m wrmen
with HA% s e benl Braxi] and sl b some eouniries
i Ausra, HIP™Y 54 15 rist hase prep bent [CLhReed i) al | 30005
Corgpuera il oal ST D addabaiom, HPW 58 4 thee filth
miesl freaienl Crpe woeelcbaode | TARL 20NET | while 0 4=
L smcond miost onmenon Bepes in eenbead Breel [Camara
wb gl 2k, and o ds abs very prevalenl inosooee
Latin Anserian and Aaan coonteies | wtal . [
Gritliano et al., 20000 Sasagawa ef al 2001 Touee ¢f al,
20071 ] HIPY oy pe disteabiateon in womsn wit hgh-prads
cervieal leunny s centeal Beazil ds smilar o the
rasl ol the cromtey, Twing HFV-16 CI0ES 0 the mwest
Trequent teps, dellowed by HPV-G8 8 4% 0 20 W 5% -3
P T B |- LB 9 and <45 -G, and -H L6 |
[WHIL 2T

In the curvent stady, nochsdide sequence charae-
tetrriation of the LUK, E6 and LE genes of HPY-30 -3,
-445. =52 and HE eamiples fioem esntval Heazil was
comteinicted, A seel changes detect=d in the b and
L gmnes wonld anwertfers with the seriviky of these
menkeans. In additinn, sohstibotsens withim the LCH
el anHnenes the vation sl hinding sfinity of
celhebar mnd vical transeripidonal factors hinging sites.
Todate, foncrion al eragies invelvng maleralar variants
af less prevalent 1PV mgn-risk types hove nat bean
publisiisg. In oontrast, spsoie HPY 06 apd T8 malee
iwlar varinnls were stown o heve distinel transesp
toimnl activaty [ Eammeer ol sl 2008 Swehoera eloal, 200a|
and to prissen] binchemicosl and baligeal difforeneies of
Fii Manctons |Slopphier ot al | THS|

I bhes stady, D3 new Sariaonts were choraciared
Surelentids variations dedected sould mor e asovihed e
errers mtvduweed by Tag DA polyvmerase sanee sach
Atbatitutien was confitmed by an indspendsnt el
PR and sequencing veactuns, Fortheomers, noeiee-
tde aubstatutaons resalbing o premati e stog eodon o3
frameshift were not detscted neither i the L1 or E6
waanes, The bign nomber of rew variants detected can e
explain=d by the very few sudies that have been
comcieted o date concerning the gen=tic variability «
these lese prevalsnt high-risk HPY types.

It is motewdarthy that three of the HPV-G8 islates
dhssir el shove were incivded previously i the stady
copdvicted by UCallaga-Maciaz er gl J8006] Hmwever,
the present study deseribes nat enly o higher onber
af HWPV-a8 isalates bt also the snalysiz of L]
MYOH 1] Tragment and the whale LOWES nuclentide
gL ST

Interestingly, the 1PV-A eolage Beh-df chowed o
variakion of G bo O st moelsitide positisan TEE0 inetead
al Li b A as deseribe]  previonsh | Ualbisa- s
wloal , #0kE awnd nlso deteciod o iselabe Bet- 216 This
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fasriomis Variniviiby Among High-Risk HPY

subssibwtiin sverlaps 8 prential binding sive for YYL
anebior Ot eellubar transeription fsetors. Howevar, the
afiect of sither subsatnison upon the binding of these
nrotens is wnknown as vet

All HEV-E LOR seguences sxamins1 ad o 78 hp
delatinn [Grgnen et al,, SRl Khowaden et al,, 2006 1
ware ahserved Lhat the shsenee of this debetion wasz
asmitabed wiln siral permsienes, thios soggesiing a
snpperessnve role e Uk prosenes of Unis deletion o vive
Pl g aal wl, 2000

Uiniy anis misw HPV 5 msdse bar viariant woas charsies
b, coamprising noovariabon ol LR pueloole
prmibivin TATH, Neverihodess, thiz suhstetibinonm wiss
snggsstaed nol o oinHoenes b binding o soy oellular
transaeapbinnnl Factor when this segoenose wies anabyzed
with thie SLATOH sftw are,

Ameng HEV-G2 iaelates, the LOE Tadq 1T G oop )
substibntien was detectsd o Dwo oot ol foul semplas
teatd, Interestingly, this mutation was sugpeaied el
azsnciated with the persasten e of HPY 52 infectuon | Al
eroal, #2004, However, the amall number of samples
examinsd i this study doas oot allew any Durths
cimEi e E L,

Alpneugh fou nueleotide variatisnswithin the LUK
HEPW-58 ieolares were detected . the S sequenees wers
Ty coiseryved with ondy enz variation observed inall
teelates pxaminad hes i not unexpected, becansze the
LUK segment & under lese salective pressure than the
enclin g TR, and Lhes mey present o lieger namiber of
muclesiide variations | Yameds etal | 10695

The phyvbmgenetic trees of HEV -1 240 and <55 did niot
shaw ethmie or gengraphic relatedness ae reported for
HEY- 16 and - 18 |Haetal 1084, Dngetal 1003 Hasead
am Ehie LCE sequenves, dushobomus brees wers ohserved
previsnsby Tne HEW 3T, <0, <55, nod A6 [Canllaga: Maesa
el ool S0 Prado el ol 20605 Keoowdr el ol 2006 T
weigs muil presstile b prerfoem phyvlegenebic nonly sz e
an Lhe HPVG3S LUH sequenoe patlerns o Chis sbody,
bz o ssquenees were avaibable ot the CecBenk
datibase. Given that diciiomy was detectsd ool
amnng HPY sulitvpes, oo eonld be sugeested thar HPV-
A and HPV-33 as well ax HPV-5% and -56, could be i
an evolubionary peeess Hhal may l2ad o pew HPY
sty pes and eventually mew types |Prade e gl 200K

In the study eomtluetsd by Callsga-Macias et al. [2065],
HI'Y-52 phyvlegenetic angivei= was perfirmed based
ot the LUK sequence of &6 samples from: different
gengraphibcal regione from all parte of the warld and
15 genmic variants were charactarzed. The existence
oft an Asian-Native American brsnch was sogeested. In
thiz study, phvlogenstic grooping of HPY-02 ssqusness
dverged markedly on inur hranenes Bosdstrapping hed
10 the characterization of ane A=ian and mme Enroepean
clostar onee sequences fromy these continents werg
compensrated m these branches Inaddition. smother
branen was comipeesd by onle tan Breazilion =equences
(Bsh-15 and BROZES and eonlo be assigmed  pre-
limingrily g= a raziiian branch, Nevertheless, Brazil-
i s mples woere glaa deveclod imooll e ather brnoehies,

The fourth branch ded ood show wny slhnie o

I |

geopraphival relatedness sinee 50 was compozed by
Imelates from Brazil, Alexico and Movoeen, Hased on
thie daca, it conld be hypochesized that 1180V-532
malacnlar varignt: cevolved wach che magor humen
ethme groups, mmilae o HIPY-16 and <15 altiongh at g
slowar rata [Ho et ol 19034, Ong ot ol | 198945 Collaa-
Maizz et al , 2005, Nevarthelees, shudies with s barger
b= ol samples are necessary 1 forcher ponsnligate
the phylogeny of HPV-52 and ite relation with ethniessy,
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Anexo Il: Sequéncias nucleotidicas de novos variagd de HPV

LCR HPV-31

Bsb-36 (GenBank: FJ202000)
AGTAGTTCTGCGGTTTTTGGTTTCCTGAATACTAGTTTTTGCCAACATCCGGCTTGTAGTT
TCCTGCCTAACACACCTTGCCAACATATAATCCAGTCCAACTTTGCAATTATAATATGAAT
CATGTTTGTTTAAATACAACTGTAGTTCAACTATGTGTCATGCACATATATTATATTGTCCT
ACACACCTTAAACTGCTTTTAGGCACATATTTTGTAGCTTATCTATATCCTTGATTGCAGTG
CTGGCTTTTGCACATGTTTAAACTGCCAAGGTTGTGTCATGCATTATAAARAGTTGTATG
TTACTCATATAATTAATTGCATATACGTATTACACCGTTTTCGGTTACAGTTTTACAAGCAA
TTGTTCTTTTTATACTTAATAATAATAATCTTGTTATAAAAAAGTAGGGAG TGACCGAAAT
TGGTGAACCGAAAACGGTTGGTATATAAAGCACATAGTATTTTGTGCAAACCTACAGACG
CCATGTTCAAAAATCCTGCAGAAAG

Bsb-299 (GenBank: FJ202001)
AGTAGTTCTGCGGTTTTTGGTTTCCTGAATACTAGTTTTTGCCAACATTCGGCTTGTAGTT
TCCTGCCTAACACACCTTGCCAACATATAATCCAGTCCAACTTTGCAATTATACTATGAAT
CATGTTTGTTTAAATACAACTGTAGTTCAACTATGTGTCATGCACATATATTATATTATCCT
ACACACCTTAAACTGCTTTTAGGCACATATTTTGTAGATTATCTATATCCTTGATTGCAGTG
CTGGCTTTTGCACATGTTTAAACTGCCAAGGTTGTGTCATGCATTATAAARAGTTGTATG
TTACTCATATAATTAATTGCATATAGGTATTACACCGTTTTCGGTTACAGTTTTACAAGCA
ATTGTTCTTTTTATACTTACTAATAATAATCTTAGTATAAAAAAGTAGGGA GTGACCGAAA
GTGGTGAACCGAAAACGGTTGGTATATAAAGCACATAGTATTTTGTGCAAACCTACAGAC
GCCATGTTCAAAAATCCTGCAGAAAGACCTCGG

E6 HPV-31

Bsb-216 (GenBank: FJ202002)
AAAAGTAGGGAGTGACCGAAAGTGGTGAACCGAAAACGGTTGGTATATAAAGCACATAG
TATTTTGTGCAAACCTACAGACGCCATGTTCAAAAATCCTGCAGAAAGACCTCGGAAATT
GCATGAACTAAGCTCGGCATTGGAAATACCCTACGATGAACTAAGATTGAATTGTGTCTA
CTGCAAAGGTCAGTTAACAGAAACAGAGGTATTAGATTTTGCATTTACAGATTTAACAAT
AGTATATAGGGACGACACACCATACGGAGTGTGTACAAAATGCTTAAGATTTTATTCTAA
AGTAAGTGAATTTAGATGGTATAGATATAGTGTGTATGGAACAACATTAGA AAAATTGAC
AAACAAAGGTATATGTGATTTATTAATTAGGTGTATAACGTGTCAGAGACC GTTGTGTCCA
GAAGAAAAACAAAGACATTTGGATAAAAAGAAACGATTCCACAACATAGGA GGAAGGTG
GACAGGACGTTGCATAGTATGTTGGAGAAGACCTCGTACTGAAACCCAAGTGTAAACATG
CGTGGAGAAACACCTACATTGCAAGACTATGTGTTAGATTTGCAACCTGAGSCAACTGAC
CTCCACTGTTATGAGCAATTACCCGA

Bsb-233 (GenBank: FJ202003)
AAAAGTAGGGAGTGACCGAAAGTGGTGAACCGAAAACGGTTGGTATATAAAGCACATAG
TATTTTGTGCAAACCTACAGACGCCATGTTCAAAAATCCTGCAGAAAGACCTCGGAAATT
GCATGAACTAAGCTCGGCATTGGAAATACCCTACGATGAACTAAGATTGAATTGTGTCTA
CTGCAAAGGTCAGTTAACAGAAACAGAGGTATTAGATTTTGCATTTACAGATTTAACAAT
AGTATATAGGGACGACACACCACACGGAGTGTGTACAAAATGTCTAAGATTTTATTCAAA
AGTAAGTGAATTTAGATGGTATAGATATAGTGTGTATGGAACAACATTAGA AAAATTGAC
AAACAAAGGTATATGTGATTTGTTAATTAGGTGTATAACGTGTCAAAGACC GTTGTGTCCA
GAAGAAAAACAAAGACATTTGGATAAAAAGAAACGATTCCACAACATAGGA GGAAGGTG
GACAGGACGTTGCATAGCATGTTGGAGAAGACCTCGTACTGAAACCCAAGGTAAACATG
CGTGGAGAAACACCTACGTTGCAAGACTATGTGTTAGATTTGCAACCTGAGCAACTGAC
CTCCACTGTTATGAGCAATTACCCGA
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L1 HPV-33

Bsb-23 (GenBank: FJ202004)
CGTGCACAGGGTCATAATAATGGTATTTGTTGGGGCAATCAGGTATTTGTRCTGTGGTAG
ATACCACTCGCAGTACTAATATGACTTTATGCACACAAGTAACTAGTGACAGTACATATA
AAAATGAGAATTTTAAAGAATATATAAGACATGTTGAAGAATATGATCTAC AGTTTGTTTT
TCAACTATGCAAAGTTACCTTAACTGCAGACGTTATGACATATATTCATGCTATGAATCCA
GATATTTTAGAAGATTGGCAATTTGGTTTAACACCTCCTCCATCTGCTAGTTTACAGGATA
CCTATAGGTTTGTTACCTCTCAGGCTATTACGTGTCAAAAAACAGTACCTCAAAGGAAAA
GGAAGACCCCTTAGGTAAATATACATTTTGGGAAGTGGATTTAAAGGAAAAATTTTCAGC
AGATTTAGATCAGTTTCC

Bsb-24 (GenBank: FJ202005)
CGTGCACAGGGTCATAATAATGGTATTTGTTGGGGCAATCAGGTATTTGTACTGTGGTAG
ATACCACTCGCAGTACTAATATGACTTTATGCACACAAGTAACTAGTGACAGTACATATA
AAAATGAAAATTTTAAAGAATATATAAGACATGTTGAAGAATATGATCTAC AGTTTGTTTT
TCAACTATGCAAAGTTACCTTAACTGCAGAAGTTATGACATATATTCATGCTATGAATCCA
GATATTTTAGAAGATTGGCAATTTGGTTTAACACCTCCTCCATCTGCTAGTTTACAGGATA
CCTATAGGTTTGTTACCTCTCAGGCTATTACGTGTCAAAAAACAGTACCTE

Bsb-31 (GenBank: FJ202006)
CGTGCACAGGGTCATAATAATGGTATTTGTTGGGGCAATCAGGTATTTGTACTGTGGTAG
ATACCACTCGCAGTACTAATATGACTTTATGCACACAAGTAACTAGTGACAGTACATATA
AAAATGAGAATTTTAAAGAATATATAAGACATGTTGAAGAATATGATCTAC AGTTTGTTTT
TCAACTATGCAAAGTTACCTTAACTGCAGAAGTTATGACATATATTCATGCTATGAATCCA
GATATTTTAGAAGATTGGCAATTTGGTTTAACACCTCCTCCATCTGCTAGTTTACAGGATA
CCTATAGGTTTGTTACCTCTCAGGCTATTACGTGTCAAAAAACAGTACCTCAAAGGAAAA
GGAAGACCCCTTAGGTAAATATACATTTTGGGAAGTGGATTTAAAGGAAAAATTTTCAGC
AGATTTAGATCAGTTTCC

LCR HPV-35

Bsb-121 (GenBank: FJ202007)
GGTGCCTGTTTGTGTTGTACATGGCGTGTAAATGTGTGTATAATATTGTGBATGTGTTGT
ACGTGGGTGTTTTTTGTATGTATGTTGTTGTATGTATGTCAGTACGCAATAAAGTGATGT
GTGTGTTTATAATTAACACTGTATTGTTGTATGACTATGGGTGCACCCATAIGACTTACAT
AATTACAGTACACGCTATATGTTGTATATAACAATTCTACCTCCATTTTGTGTGTTGGTGTC
CTTTACATTACCTTTCAACCGATTTCGGTTGCTGTTGGCAAGCTTTATATGTTTTTACAAA
AACATTCCTACCTCAGCAGAACACTTAATCCTTGTGTTCCTGATATATATTGTTTGCCAACT
TTATATTGGCTTTTGCCAATCTTTAAACTTGATTCATCTTGCAGTATTAGTCATTTTTCATA
CTTGTGGTCCACCCACACTTGTAACACTTGTAACAGTGCTTTTAGGCACARTTTTTTGCAT
TTCTAAAGGGCTTTAATTGCACACTTGGCTTTACATATTATGTGTGTTTGEAACACCACCC
TACACATCCTGCCAACTTTAAGTTAAAACATGCATGTAAAACATTACTCAC TGTATTACAC
ATTGTTATATGCACACAGGTGTGTCCAACCGATTTGGATTACAGTTTTATAGC

LCR HPV-52

Bsb-15 (GenBank: FJ202008)
CCATTGTCTGTTGGGTAATTGTCTGTGTCATGTATGTGTTGTGTATGTCAAAACAGGTTA
AAAGGTAACCATTGTTTGTTATGTAATTGTTTTCTGTGTGTACTGTGTTGTT TGCATGTTAT
GTATGTGTGTGTGCATGTTTGTTGTATTTGTCAGTTCCTGTATGTATGTTTGTGTATGTATT
AATAAAGTACTGTATTTACTAAACTATTTATAGTAGTCTTATTGTATGGTT GCACCCACAT
GAGTAACAATACAGTTGCTTCTAATCTATTGCATCTCCTGCCCTACCCTGGTCCCCTGCCC
TACCCTGTGTCCTACTTTGTTACACTACTAATTAGCCTTATACTCTCCATTTGTACCATTTT
GTACTATCCACCATTTTAAATCCTAACCGAATTCGGTTGGTGTTGGCACCATTTGGTTGTC
CTTGGCACAGTAACAACTATTTTTATATAAATGTCAGCAAACTGCTTAATCCTTTGGTTTCC
TGCAGTCCACTGGTCTACACTTGTTGTCCCGCCTAAACTGATGTCCCGC@RACTGACTC
ACACTCCTGCAGTGCAGCTAAACAATACATTGCCTAACATTGCATGTTTTAMACTGCTTTT
AGGCACATATTTTATTTAAACTTTCAATGCACTAATTACAGTGTTGGCTTACACAAGTACA
TCCTACGCCAAATATGTCTTGTAAAACATAATTGAATACTGTTACTCACCAGGTGTGCACT
ACACGACCGGTTACGGTTACCGTAGCCACAACCACTTTTTGTTATAATTARAATTATAAT
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CTTATACTAGTAAAAAGTAGGGTGTAACCGAAAACGGTCAGACCGAAACCGGTGTATATA
TATAGAACACAGTGTAGCTAACGCACGGCC

L1 HPV-52

Bsb-20 (GenBank: FJ202009)
ATAATGGCATATGTTGGGGCAATCAGTTGTTTGTCACAGTTGTGGATACCAETCGTAGCAC
TAACATGACTTTATGTGCTGAGGTTAAAAAGGAAAGCACATATAAAAATGA AAATTTTAA
GGAATACCTTCGTCATGGCGAGGAATTTGATTTACAATTTATTTTTCAATTGTGCAAAATT
ACATTAACAGCTGATGTTATGACATACATTCATAAGATGGATGCCACTATTTTAGAGGACT
GGCAATTTGGCCTTACCCCACCACCGTCTGCATCTTTGGAGGACACATACBATTTGTCAC
TTGTACTGCTATAACTTGTCAAAAAAACACACCACCTAAAGGAAAGGAAGA TCCTTTAAA
GGACTATATGTTTTGGGAGGTGGATTTAAAAGAAAAGTTTTCTGCAGATTTAGATCAGTTT
cc

LCR HPV-58

Bsb-295 (GenBank: FJ202010)
TTGTTGTGGTACTTACACTATTTTATTATACATGTTTGTTTGTTTTATGTATGTGTTGTCTGT
TTGTTTATGTTTGTGTATATGTTGTATGTGTTATGTGTCATGTTTGTGTAGTGTTCTATGTC
TTTGTCAGTTTCCTGTTTCTGTATATATGTAATAAACTATTGTGTGTATTGTAAACTATTTG
TATTGTTTGGGTGTATCTATGAGTAAGGTGCTGTCCCTAAATTGCCCTACCTGCCCTGCCT
ATTATGCATACCTATGTAATAGTATTTGTATGATATGTATTTTATAGTTTT TAACAGTACTG
CCTCCATTTTACTTTACCTCCATTTTGTGCATGTAACCGATTTCGGTTGCEGCACAAACGT
GTTTTTTTTAAACTACAATTTAAACAATACAGTTAATCCTTTCCCTTCCTGCACTGCTTTTG
CCTATACTTGCATATGTGACTCATATATACATGCAGTGCAGTTGCAAAATGITTAATTATA
CTCATAGTTTAAACATGCTTATAGGCACATATTTTAACTTACTTTCAATGCTTAAGTGCAGT
TTTGGCTTGCACAATGGTTTGTTATGCCAAACTATGTCTTGTAAAAGTGAQ CACTAACAT
TTATTGCCAGGTGTGGACTAACCGTTTTAGGTCACATTGTTCATGTTTCARATTTTATATA
ATACTAAACTATAATGCCAAATCTTGTAAAAACTAGGGTGTAACCGAAAAC GGTCTGACC
GAAACCGGTGCATATATAAAGCAGACATTTTTTGGTAGGCTACTGCAGGAT

Bsb-329 (GenBank: FJ202011)
TTGTTGTGGTACTTACACTATTTTATTATACATGTTTGTTTGTTTTATGTATGTGTTGTCTGT
TTGTTTATGTTTGTGTATATGTTGTATGTGTTATGTGTCATGTTTGTGTAATGTTCTATGTC
TTTGTCAGTTTCCTGTTTCTGTATATATGTAATAAACTATTGTGTGTATTGTAAACTATTTG
TATTGTTTGGGTGTATCTATGAGTAAGGTGCTGTCCCTAAATTGCCCTACCTGCCCTGCCT
ATTATGCATACCTATGTAATAGTATTTGTATGATATGTATTTTATAGTTTT TAACAGTACTG
CCTCCATTTTACTTTACCTCCATTTTGTGCATGTAACCGATTTCGGTTGCEGCACAAACGT
GTTTTTTTTAAACTACAATTTAAACAATACAGTTAATCCTTTCCCTTCCTGCACTGCTTTTG
CCTATACTTGCATATGTGACTCATATATACATGCAGTGCAGTTGCAAAATGITTAATTATA
CTCATAGTTTAAACATGCTTATAGGCACATATTTTAACTTACTTTCAATGCTTAAGTGCAGT
TTTGGCTTGCACAATGGTTTGTTATGCCAAACTATGTCTTGTAAAAGTGAOQ CACTAACAT
TTATTGCCAGGTGTGGACTAACCGTTTTGGGTCACATTGTTCATGTTTCASATTTTATATA
ATACTAAACTATAATGCCAAATCTTGTAAAAACTAGGGTGTAACCGAAAAC GGTCTGACC
GAAACCGGTGCATATATAAAGCAGACATTTTTTGGTAGGCTACTGCAGGAT

Bsb-367 (GenBank: FJ202012)
TTGTTGTGGTACTTACACTATTTTATTATACATGTTTGTTTGTTTTATGTATGTGTTGTCTGT
TTGTTTATGTTTGTGTATATGTTGTATGTGTTATGTGTCATGTTTGTGTAGQTGTTCTATGTG
TTTGTCAGTTTCCTGTTTCTGTATATATGTAATAAACTATTGTGTGTATTGTAAACTATTTG
TATTGTTTGGGTGTATCTATGAGTAAGGTGCTGTCCCTAAATTGCCCTACCTGCCCTGCCT
ATTATGCATACCTATGTAATAGTATTTGTATGATATGTATTTTATAGTTTT TAACAGTACTG
CCTCCATTTTACTTTACCTCCATTTTGTGCATGTAACCGATTTCGGTTGCEGCACAAACGT
GTTTTTTTTAAACTACAATTTAAACAATACAGTTAATCCTTTCCCTTCCTGCACTGCTTTTG
CCTATACTTGCATATGTGACTCATATATACATGCAGTGCAGTTGCAAAATGTTTAATTATA
CTCATAGTTTAAACATGCTTATAGGCACATATTTTAACTTACTTTCAATGCTTAAGTGCAGT
TTTGGCTTGCACAATGGTTTGTTATGCCAAACTATGTCTTGTAAAAGTGAOQ CACTAACAT
TTATTGCCAGGTGTGGACTAACCGTTTTGGGTCACATTGTTCATGTTTCASATTTTATATA
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ATACTAAACTATAATGCCAAATCTTGTAAAAACTAGGGTGTAACCGAAAAC GGTCTGACC
GAAACCGGTGCATATATAAAGCAGACATTTTTTGGTAGGCTACTGCAGGAO
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