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RESUMO - Introducédo: O Papilomavirus humano (HPV) é o responsavel por causar
diversos tipos de canceres, destacando-se o cervical, e as lesdes genitais, sendo o
oncogene E5 pertencente a esse patdgeno importante para seu potencial oncogénico.
Objetivo: Analisar a variabilidade genética in silico do gene E5 das sequéncias génicas
do HPV 16. Método: Trata-se de um estudo descritivo, quanti-qualitativo, ao apresentar
0 mapeamento e quantificar as regides polimorficas do gene E5. Para a coleta das
sequencias génicas, foi utilizado o banco de dados genémicos do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). As sequéncias génicas foram coletadas no formato
FASTA. Posteriormente, foi utilizado o programa CLUSTALW, do pacote de dados do
software MEGAG6, para a realizacdo do alinhamento mdaltiplo das sequéncias,
permitindo a identificacdo de sitios polimorficos entre duas ou mais sequéncias génicas.
Resultados: As andlises das variagdes do oncogene E5 do HPV16 revelaram a
existéncia de varios sitios polimoérficos, bem como as variagbes encontradas nas
sequencias das variantes, em relacdo a sequéncia prototipo K02718. Em relacdo ao
mapeamento dos epitopos foi observado que a sequéncia da oncoproteina 16E5 da
amostra de referéncia K02718, formou epitopos imunogénicos com moléculas
pertencentes ao MHC-I (HLA-A e HLA-B) e MHC-II (HLADR), sendo as moléculas
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complexo HLA-A estdo mais relacionadas com a acdo da oncorproteina 16E5.
Conclusdes: O estudo dos epitopos imunogénicos é til para o planejamento da
identificacdo de progressdes carcinogénicas precoces, sendo a biologia computacional
uma nova vertente de estudo cientifico para identificacdo e acdo inicial para o
desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas.

Palavras-chave: Papilomavirus Humano 16; Oncogene; Neoplasias do Colo Uterino.

ABSTRACT - Introduction: The human papillomavirus (HPV) is responsible for
causing several types of cancer, especially cervical and genital lesions, and the E5
oncogene belonging to this pathogen is important for its oncogenic potential.
Objective: To analyze the in silico genetic variability of the E5 gene of the HPV 16
gene sequences. Method: This is a descriptive, quantitative-qualitative study,
presenting the mapping and quantifying the polymorphic regions of the E5 gene. For the
collection of gene sequences, the genomic database of the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) was used. Gene sequences were collected in
FASTA format. Subsequently, the CLUSTALW program, from the MEGAG software
data package, was used to perform the multiple alignment of the sequences, allowing
the identification of polymorphic sites between two or more gene sequences. Results:
The analysis of the variations of the E5 oncogene of HPV16 revealed the existence of
several polymorphic sites, as well as the variations found in the sequences of the
variants, in relation to the prototype sequence K02718. Regarding the epitope mapping,
it was observed that the sequence of the oncoprotein 16E5 of the reference sample
K02718, formed immunogenic epitopes with molecules belonging to MHC-I (HLA-A
and HLA-B) and MHC-II (HLADR), being the molecules HLA-A complex are more
related to the action of the 16E5 oncoprotein. Conclusions: The study of immunogenic
epitopes is useful for planning the identification of early carcinogenic progressions, and
computational biology is a new strand of scientific study for identification and initial
action for the development of immunotherapeutic strategies.

Keywords: Human Papillomavirus 16; Oncogene; Cervical Neoplasms.
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INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) € responsavel por causar o cancer cervical, 0
qual afeta um elevado nimero de mulheres jovens. Além deste, 0 HPV também esta
correlacionado com o desenvolvimento de outros tipos: o cancer na vagina, pénis, vulva
e anus. Os genotipos do HPV sdo divididos em duas categorias: HPV de alto risco
(High Risk HPV (HR-HPV)) e o HPV de baixo risco (Low Risk HPV (LR-HPV)). Esta
classificacdo é dada de acordo com a capacidade oncogénica do genétipo. Em geral, 0s
LR-HPVs sdo responsaveis pelo aparecimento de verrugas genitais, enquanto 0os HR-
HPVs estdo associados as mudangas celulares anormais que progridem para o cancer
(CECCARELLI et al., 2018).

Os gendtipos HPV16 e HPV18 sdo considerados de alto risco oncogénico,
amplamente distribuidos ao redor do mundo, contribuindo com mais de 70% dos casos
de cancer cervical. Destes, o0 HPV16 é o genétipo com maior disseminacdo na
populacdo mundial (ZHANG et al., 2017). Neste contexto, o estudo das variantes do
HPV16 tem possibilitado a identificacdo de novos polimorfismos, denominados SNP
(single-nucleotide polymorphisms). Esta identificacdo molecular perme identificar as
linhagens e sublinhagens do HPV16 com maior persisténcia no processo infeccioso e
com maior predisposicdo ao desenvolvimento de lesGes que culminem com o
estabelecimento do processo carcinogénico cervical (BURK et al., 2013). O gene E5 e
sua oncoproteina vem sendo estudados pela sua relacdo com o processo de
carcinogénese mediada pelo HPV. Ele estimula a proliferagdo celular, através da
ativacdo dos receptores para o fator de crescimento epitelial (EGFR), e nas etapas de
iniciacdo da carcinogénese, além de interagir com moléculas do sistema imune
(DOORBAR et al., 2013).

Assim, a identificacdo dos principais gendtipos circulantes numa populacéo,
bem como o entendimento das suas variacdes genéticas, tem sido objeto de analise por
diversos grupos de pesquisa. A partir das analises filogenéticas e com a determinacdo de
similaridades 16 entre as linhagens dos HPV circulantes, podemos identificar o
desenvolvimento e a prospeccdo de novas espécies de HPV, cujo o estudo genético das
linhagens e das sublinhagens, podem ser Uteis para o desenvolvimento de novas
estratégias imunoterapéuticas. Como pergunta de partida que norteou este trabalho
indagou-se: qual a variabilidade genética descrita para o oncogene E5 do HPV16 nas
bases gendbmicas? A hipdtese aventada é de estejam descritas variaveis gendmicas que,
mesmo em pequena quantidade, face a dificuldade de pesquisa desta regido genémica e
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seu produto, contribuem com a infectividade do HPV. O objetivo desse trabalho é
analisar, in silico, a variabilidade genética do oncogene E5 do HPV16, das sequéncias
génicas depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), a fim de identificar os sitios polimorficos na oncoproteina ES5,
analisar os potenciais efeitos desta heterogeneidade genética no processo infeccioso,
identificar possiveis epitopos imunogénicos com os alelos da classe MHC-I e MHC-II.

METODO

Trata-se de um estudo descritivo, de natureza quanti-qualitativa, ao apresentar o
mapeamento e quantificar as regides polimorficas do gene E5. Os dados coletados sdo
de natureza secundaria, pois sdo provenientes de bancos de dados gendémicos,
disponiveis para o acesso da comunidade cientifica. Num banco de dados genémico “as
sequéncias de DNA e RNA sdo normalmente apresentadas juntamente com outras
informagdes como o organismo a qual a sequéncia pertence ou ainda com as funcdes
fisiologicas relacionadas a sequéncia” (KROGER, 2001, p. 30).

Para a coleta das sequencias génicas foi utilizado o banco de dados genémicos
do National Center for Biotechnology Information (NCBI). As sequéncias coletadas
para 0 HPV16 foram: K02718 (sequéncia de referéncia, Al), AF536179 (A2),
HQ644236 (A3), AF534061 (A4), AF536180 (B1), HQ644298 (B2), AF472509 (C),
HQ644257 (D1), AY686579 (D2) e AF402678 (D3). As sequéncias utilizadas neste
estudo, bem como a sua padronizacao filogenética, estdo disponiveis em Burk et al.,
2013.

As sequéncias génicas foram coletadas no formato FASTA. Posteriormente, foi
utilizado o programa CLUSTALW, do pacote de dados do software MEGAG, para a
realizacdo do alinhamento multiplo das sequéncias (TAMURA et al., 2011). Esta
analise permite a identificacdo de sitios polimoérficos entre duas ou mais sequéncias
génicas. Apds a identificacdo de sitios polimorficos e a sua devida anotagdo, foi
realizado o alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos da oncoproteina 16E5.
Esta etapa permitiu identificar mudancas estruturais na organizacdo da estrutura
secundaria da oncoproteina, a partir do alinhamento dos cddons.

Apos a obtencédo da sequéncia de aminoacidos da oncoproteina E5 foi utilizado o
servidor on line Psipred, para a predi¢do da estrutura secundaria da oncoproteina. Este
servidor incorpora diferentes métodos de andlise (PSIPRED, GenTHREADER e
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MEMSAT 2) e de predigcdo estrutural da sequéncia de aminoacidos de uma proteina
(MCGUFFIN et al., 2000), possibilitando a geragdo de uma estrutura secundaria mais
robusta em relacdo a outros métodos computacionais (ver apéndice A).

Neste estudo, as sequéncias que foram analisadas da oncoproteina 16E5 foram
derivadas da anélise de sequencias da oncoproteina E5, depositadas no banco de dados
do NCBI e, posteriormente, analisadas no software PSIPRED, com o objetivo de
investigar a estrutura secundéaria da proteina, bem como as variacGes encontradas nas
sequencias das variantes, em relacdo a sequéncia protétipo K02718. O software
PSIPRED disponibiliza uma acuracia dos resultados obtidos com a analise das
sequéncias das variantes estudadas, permitindo gerar dados mais robustos sobre a
estrutura e a topologia destas proteinas transmembranares (ver apéndice A).

Para a identificacdo de possiveis epitopos imunogénicos foi utilizado o servidor
online  Immune  Epitope Database and  Analysis Resource (IEDB)
(http://www.iedb.org/), o qual representa uma plataforma on line que redne diferentes
métodos de analise e identificacdo de epitopos imunogénicos. Foi utilizado a sequéncia
de referéncia K02718 (Al), para 0 mapeamento dos potenciais epitopos imunogénicos,
com moléculas pertencentes aos alelos de MHC-1 e MHCII. Para o MHC-I, a analise
dos epitopos seguiu o padrdo de set de alelos do servidor, que retne os alelos mais
frequentes e distribuidos na populagdo mundial, comprimento da sequéncia do epitopo
(que variou entre 9-10mer), classificacdo dos epitopos de acordo com o percentile rank
0,5. Estes critérios de selecdo ddo suporte a identificacdo de potentes epitopos
imunogénicos. Na identificacdo de potenciais epitopos para as moléculas do MHC-II,
novos critérios foram incluidos, como a andlise do percentile value e o IC50 value.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene E5 atua em diversas etapas do processo carcinogénico, afetando e
desregulando diversas moléculas. De acordo com diversos estudos, ha a possibilidade
de se utilizar a E5 como alvo na terapia de cancer cervical, assim como as vias alteradas
por essa proteina. Por se tratar de uma proteina expressa em estagios iniciais da infec¢do
e das lesdes, possui potencial terapia contra a infeccdo pelo HPV e lesdes pré-
cancerosas, prevenindo contra a progressdo para o cancer invasivo (VENUTI et al.,

2011).
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As variantes do oncogene E5 do HPV16 circulantes na populagdo mundial séo
classificadas, atualmente, nas linhagens A, B, C e D e nas suas respectivas sublinhagens
Al (European, E), A2 (European, E), A3 (European, E), A4 (Asian, E (As)), Bl
(African-1, Afrla), B2 (African-1, Afrlb), C (African-2, Afr2a), D1 (North American
(NA)1), D2 (Asian-American (AA)2) e D3 (Asian-American (AA)l), sendo a
sublinhagem Al denominada a sequéncia de referéncia. As analises das varia¢fes do
oncogene E5 do HPV16 depositadas nos bancos de dados, revelaram a existéncia de
varios sitios polimorficos (Tabela 1).

Tabela 1 — Variac¢6es nucleotidicas do oncogene E5 do HPV16

Isolados Posicdo dos Sitios Polimérficos ~ Variante  Sublinhagem

3 3333444444414

8 899900000000

5 667913444578

8 8791742399729
Referéncia T GAACGTATTAAT A Al
K02718
AF536179 R ORI C T C R A A2
HQ644236 * ** CG**G***F X A A3
AF534061 * **FXCHF*F*FGCGCGECFFTF A A4
AF536180 C A*CT**T=**=**_C B Bl
HQ644298 C A*CT**T>***>*>_C B B2
AF472509 C**CG**G**C*C C Cl
HQ644257 C **CTA*G**=*=*>_C D D1
AY 686579 C *GCGA*G=*™*=**_C D D2
AF402678 C ** CGA*G=*™*=**_C D D3

* Nucleotideos conservados em rela¢do a sequéncia de referéncia K02718 estdo marcados com asterisco.
Fonte: Elaborada pelo autor por meio dos dados do programa CLUSTALW e MEGAG.

Os resultados apresentados na tabela 1 apontam para a identificagdo de um
numero total de 13 sitios mutacionais, obtidos a partir do alinhamento maltiplo das 10
amostras variantes de 16E5 depositadas no NCBI, sendo a sublinhagem D2 a mais
polimorfica.

No Brasil, 0 HPV16 é um dos tipos virais com ampla distribuicdo nas diversas
regibes do Pais, em especial na regido Nordeste (CHAGAS et al., 2011, 2013;
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GURGEL et al., 2015). Inumeras variantes do HPV16 foram identificadas em diferentes
localidades e grupos étnicos ao redor do mundo, e exibe diferentes potenciais
oncogénicos, indicando que algumas linhagens especificas podem afetar a persisténcia
da infeccdo pelo HPV e a progressao das lesdes precursoras do cancer cervical (LI et
al., 2011; SUN et al., 2013). Estas variantes do HPV16 diferem na prevaléncia e nas
propriedades bioquimicas e bioldgicas, com implicacdes incertas na etiologia do cancer
do colo do utero (PLEASA et al., 2014). No entanto, a distribuicdo de variantes do
oncogene 16E5, no Brasil, é pouco avaliada.

No Nordeste do Brasil, estudo anteriores identificaram a circulacdo de variantes
do oncogene E5 pertencentes as linhagens A (linhagem europeia) e D (linhagem n&o-
europeia) do HPV16 (CHAGAS et al., 2011, 2013). De um modo geral, as variantes do
HPV16 apresentam diferentes efeitos distintos, no que tange a sua patogenecidade,
sendo observado mudangas na taxa de replicacdo celular, além de modificacbes na
transcricdo de alguns genes, como aqueles relacionados a apoptose. Este cenério
contribui com a eficiéncia, persisténcia e a progressdo da infeccao viral (BERNARD et
al., 2010; SCHIFFMAN; WENTZENSEN, 2010; FREITAS et al., 2012; BURK et al.,
2013).

Outros estudos apontam para o impacto dos polimorfismos presentes nas
linhagens ndo-europeias (B, C e D). Nestas, foi identificado um maior potencial
carcinogénico, em relagdo aos polimorfismos identificados em variantes da linhagem
europeia (A) (SCHIFFMAN et al., 2010; SMITH et al., 2011).

Em HPV16 a oncoproteina E5 é uma proteina transmembrana do tipo a-hélice,
de carater hidrofobica e constituida por um total de 83 aminoacidos. De acordo com
Saavedra et al. (2012), na estrutura secundaria do oncogene E5 do HPV16, representada
pela sequéncia de referéncia K02718, sdo distinguiveis trés regides importantes para o
funcionamento desta oncoproteina: (1) regido localizada entre os aminoacidos 1 e 30,
responsavel pela localizacdo celular e ancoragem independente de crescimento, (2)
regido localizada entre os aminoacidos 41 e 54 e (3) regido localizada entre 0s
aminoacidos 54 ao 78, ambas contendo dominios de ligacdo da subunidade da bomba de
prétons ATPase-16 kDa, responsavel pela acidificacdo dos endossomos.

Em relacdo a predicdo dos epitopos para os alelos MHC-1 e MHC-II esta
evidente que a diversidade dos alelos MHC é variavel entre os inimeros grupos étnicos,
0 que também ¢é percebido pela resposta imune, de acordo com a diversidade genotipica
encontrada entre as variantes de HPV16. De acordo com o mapeamento dos epitopos
realizado, mediante o uso dos padrdes estabelecidos na plataforma IEDB, foi observado
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que a sequéncia da oncoproteina 16E5 da amostra de referéncia K02718, formou
epitopos imunogénicos com moléculas pertencentes ao MHC-I (HLA-A e HLA-B) e
MHC-II (HLA-DR).

Para 0 MHC-I o principal método escolhido pela plataforma foi o método
Consensus (ann/smm) e 0s principais epitopos estdo mapeados com as moléculas HLA-
A*26:01 (FIVYIIFVY; posicdo 60-68), HLA-A*02:01 (LLIRPLLLSV:; posicéo 27-36),
que obtiveram o Percentile rank de 0.17. O mesmo método Consensus (ann/smm)
adotado pelo software IEDB, permitiu elencar outros epitopos, tais como HLA-
A*02:03, HLA-A*02:06, HLAA*68:01, HLA-A*68:02, HLA-A*33:01, HLA-A*23:01.
Em relacdo aos alelos HLA-B, o melhor Percentile rank foi de 0.41, mediante a anélise
do método Consensus (ann/smm), representado pelo alelo HLA-B*15:01
(ASAFRCFIVY; posicdo 54-63); no entanto, outros alelos também foram anotados, tais
como o HLA-B*51:01 e o HLA-B*57:01. Nao foi observado formacdo de epitopos
imunogénicos com moléculas HLA-C. O escore de imunogenecidade obtido para a
amostra de referéncia foi de 1.85434. Na analise dos epitopos mapeados com as
moléculas pertencentes ao MHC-II (HLADR, -DP and -DQ), para a amostra de
referéncia K02718, observamos que o método mais utilizado foi o Consensus
(comb.lib./smm/nn). Os valores de referéncia do IEDB para a selecdo dos epitopos
foram percentile rank < 1 e IC50(nM). Sendo assim, observamos que 0s principais
epitopos formados pela amostra de referéncia K02718 foram representados pelos alelos
HLA-DPA1*01:03/DPB1*02:01 (FIVYIIFVYIPLFLI; posicédo 60-74),
HLADPA1*03:01/DPB1*04:02 (STYTSLIILVLLLWI; posicdo 37-51), HLA-
DRB1*07:01 (YIPLFLIHTHARFLI, posicdo 68-82), HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
(TNLDTASTTLLACFL; posicdo 2-16), HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
(MTNLDTASTTLLACF, posicao 01-15), HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01
(RCFIVYIIFVYIPLF, posicdo 58-72), HLA-DRB1*11:01 (LIILVLLLWITAASA,
posicdo 42-56), HLA-DRB5*01:01 (VYIIFVYIPLFLIHT, posicdo 62-76), HLA-
DRB1*01:01 (ILVLLLWITAASAFR, posicdo 44-58) e HLA-DRB1*01:01
(IILVLLLWITAASAF, posicdo 43-57).

Na etapa de mapeamento dos epitopos imunogénicos foram observadas varias
regides da proteina que apresentam interacbes com as moléculas do MHC-I e MHC-II, o
que pode simbolizar uma forma de atuagdo do sistema imunoldgico, afim de evitar uma
evasdo do virus. A predicdo computacional de regides de ligacdo com moléculas do
MHC classe | vem sendo amplamente utilizada na identificacdo de epitopos
imunogénicos e no desenvolvimento de estratégias vacinais. Para isso, varias
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ferramentas e pesquisas em bioinformatica tem permitido a predicao de sitios de ligagédo
de peptideos as moléculas pertencentes a classe | e 1l do MHC, a exemplo do software
on line IEDB.

A relevancia destes achados, que envolve um estudo in silico da oncoproteina
E5, esta no aumento das informacdes acerca do comportamento do sistema imunolégico
dos seres humanos em relacéo a biologia da infec¢do viral, nos estagios iniciais ou mais
avancados das lesdes, que podem culminar com o desenvolvimento do cancer cervical,
através da evasao viral do sistema imunoldgico.

As analises in silico foram fundamentais para a identificacdo de regides
relacionadas a formagdo de epitopos imunogénicos. As variacdes encontradas na
sequéncia de aminoacidos da oncoproteina E5 dos HPVs 16 e 31, apresentaram regides
de epitopos com 0 MHC classe | e MHC classe II.

A oncoproteina E5, nas células infectadas, tem demonstrado o potencial de
alterar a apresentacdo dos antigenos celulares, reduzindo a expressdo de moléculas do
antigeno leucocitario humano (HLA), de Classe I, e também esta relacionado em alterar
a expressdo de moléculas do MHC classe Il na superficie celular (ASHRAFI et al.,
2005; ZHANG et al., 2007).

As moléculas do complexo HLA-A estiveram mais relacionadas com a agdo da
oncorproteina 16E5 e 31E5. No entanto, outras moléculas ndo-classicas também podem
ser alvos moleculares de E5, comprometendo o sistema imunoldgico do paciente.
Percebeu-se que as substituicdes de aminoacidos presentes na oncoproteina 16E5
conduziram para discretas modificacfes na estrutura secundaria, que pode refletir numa
interacdo celular diferenciada entre a oncoproteina E5 e os seus alvos (Tais
modificacdes podem ser observadas nas figuras contidas no apéndice A).

A regulacdo do MHC classe | por E5, para impedir o reconhecimento das células
infectadas pelos linfocitos T citotoxicos, ajuda a diminuir a sua expressao na superficie
celular, deixando as células suscetiveis ao reconhecimento e ataque pelas células
Natural Killers (NK). Estas células possuem receptores que reconhecem moléculas
cléassicas (inclusive HLA-C) e ndo cléssicas (HLA-E) de HLA classe I. Quando essas
moléculas ndo estdo presentes e ndo sdo reconhecidas ocorre a lise celular mediada por
NK. Por este motivo, a oncoproteina E5 consegue inibir a expressdo na superficie
celular de HLA-A e HLA-B, mas ndo altera a expressédo de HLA-C e HLA-E, evitando
a morte celular tanto pela via de linfocitos T citotoxicos quanto pela via das células NK

(CAMPO et al., 2010).
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Nath et al. (2006) avaliaram o impacto das seguintes variantes de 16E5:
Leud4Val65, Thr37Leud4Val65, Thr64 e Tyr8 Leud4Val65, cujos produtos de
amplificacdo foram clonados em pcDNA3.1Myc-His e, posteriormente, avaliaram os
resultados destas construgdes em células NIH-3T3 transfectadas. Os resultados
observados foram um aumento nos niveis de expressdo da construcdo Tyr8 Leu44Val65
em relacdo a Thr37Leu44Val65 e Leud4Val65, e baixos niveis de transcritos gerados
pela variante Thr64.

A variante Leu44Val65 foi a responsavel em provocar a maior reducdo na fase
GO0-G1 e, nas etapas subsequentes do ciclo celular, um aumento da fase G2-M,
sugerindo que estas variantes estejam relacionadas ao crescimento celular (NATH et al.,
2006).

165V e 144L também foram relacionados a repressdo de p21 (NATH et al.,
2006). Apesar dos resultados apresentados, ainda ndo dispomos de relatos sobre o papel
exercido pelos polimorfismos em 16E5 isoladamente, nem tampouco de construgdes
génicas contendo multiplas substituicfes de nucleotideos numa mesma variante.

Estruturalmente, 16E5 corresponde a uma proteina a-hélice transmembrana
(BIBLE et al., 2000; NATH et al., 2006; SAAVEDRA et al., 2012). Plesa et al. (2014)
realizaram uma analise dos polimorfismos circulantes na Roménia e as mutagdes mais
prevalentes foram T3904A, T3910C, G3919C, T3928C, A3978C, T3988C, T3991G,
T4033C, A4041G/C, onde os respectivos codons mutantes passaram a ser representados
pelos seguintes residuos de aminoacidos: F191, V21A, C24S, L27P, 144L, L47S, L48A,
V62A, I65V/L.

O sequenciamento do oncogene 16E5 e a analise da sua heterogeneidade
também foi avaliado em amostras de pacientes com neoplasia intraepitelial grau 111
(CIN I1I) e carcinoma cervical na Suécia, onde um total de 09 variacbes foram
identificadas, dentre as quais cinco delas ndo-sindnimas, e as mais comuns ocorreram na
posicdo 3979 e 4042 (HU et al., 2001). Este resultado reflete a circulagdo das variantes
nos residuos 44 e 65 da oncoproteina E5 na Suécia; esta variacdo também esteve
amplamente distribuida na populacdo do Reino Unido. Todas estas variagdes
intratipicas se tornaram objeto de estudo para a avaliacdo dos epitopos imunogénicos
formados pelas variantes 16E5. Este fato se deve, principalmente, por saber que esta
oncoproteina tem sido considerada um alvo de estudo para o desenvolvimento de
estratégias imunoterapéuticas e para o desenvolvimento de vacinas (CORDEIRO et al.,
2014). Sendo assim, uma analise in silico prévia contribui para o delineamento de novas

estratégias imunoterapéuticas.
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Kumar et al. (2015) idealizaram um estudo in silico objetivando a identificacdo
de epitopos da oncoproteina E5 do HPV 16, utilizando a sequéncia de referéncia K02718
do HPV16. Para 0 mapeamento dos epitopos, foi utilizado a plataforma IEDB, cujos 0s
pardmetros para o MHC-I foram percentile value < 1.0 e, para 0 MHC-II, além do
percentile value infeccdo para o estudo de novos métodos que possam estar relacionados
com o desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas.

CONSIDERACOES FINAIS

A realizacao dessa pesquisa permitiu as seguintes apreensoes:

- A utilizagéo do Software MEGAG se mostrou como uma importante ferramenta
de identificacdo de regides polimdrficas do oncogene e da oncoproteina E5 do HPV16.

- As mutacBes ndo-sinbnimas promovem sensiveis mudangas no arcabouco da
estrutura secundaria da oncorproteina 16E5. No entanto, é necessario realizar estudos
com cultura de células para se averiguar o impacto destas mutacGes sobre a persisténcia
e progressao das lesoes.

- Embora o exame do Papanicolau seja considerado o padrdo-ouro e adotado
pelo Ministério da Saude, no Brasil, ficou evidenciado que a analise molecular traz
resultados mais conclusivos sobre a presenca de variantes com alto potencial
oncogeénico presentes em lesBes de baixo grau.

- O estudo e 0 mapeamento de epitopos imunogénicos sdo extremamente Uteis
para a idealizacdo de novas estratégias de identificacdo e combate a progressdo das
lesGes de forma precoce.

- A biologia computacional traz uma nova vertente de estudo cientifico, onde os
custos podem ser minimizados, utilizando-se pacotes de softwares, antes da idealizacéo
de experimentos e a replicacdo destes dados até a sua validacao.

- O estudo dessas variantes implica na ampliacdo do conhecimento sobre o
potencial de infeccdo das variantes dos HPVs 16 e 31, contribui para acrescentar o
conhecimento sobre sua construcdo genética e seu potencial carcinogénico.

- As mutacBes identificadas precisam ser avaliadas com o auxilio de estudos
funcionais que levem a uma melhor interpretacdo do impacto dessas mutages no curso
do processo carcinogénico, uma vez que os testes in silico demonstraram alteragOes
conformacionais na estrutura proteica das variantes estudadas, bem como a formacao de
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epitopos imunogénicos, que pode ser util para o desenvolvimento de estratégias
imunoterapéuticas.
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APENDICE A - Predicéo da estrutura secundaria da oncoproteina 16E5 geradas
por meio do software PSIPRED
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