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Resumo

A Papilomatose Respiratoria Recorrente (PRR) é uma doenca caracterizada pela presenca de
tumores benignos no trato respiratorio superior, sendo a laringe o sitio de lesdo mais comum.
Esta doenca tem uma distribuicdo de idade bimodal, permitindo sua classificacdo em
papilomatose juvenil ou adulta. O principal agente etiolégico da PRR é o Papilomavirus
Humano (HPV), um grupo de virus de DNA, dos quais mais de 150 tipos ja foram
identificados. HPV-6 e HPV-11 sdo os tipos mais encontrados em PRR. Ha poucos estudos
sobre a distribuicdo das variantes moleculares de HPV de baixo risco. Desta maneira, 0
objetivo deste estudo foi avaliar a variabilidade genética do gene E6 entre isolados de HPV-6
e HPV-11 detectados em amostras de papilomatose respiratéria recorrente (PRR) obtidas em
uma coorte de pacientes brasileiros. A fim de comparar as sequéncias de nucleotideos
identificados em nosso estudo com isolados previamente reportados provenientes de outras
partes do mundo, e de diferentes sitios anatdmicos (papilomatose de laringe, verrugas
genitais, cancer cervical e esfregaco anal), foi realizada a analise filogenética para determinar
as relacOes filogenéticas das variantes detectadas no Brasil com as variantes isoladas em
outras regibes do mundo. A regido codificante completa do gene E6 de 25 amostras foi
clonada e sequenciada. Em 18 isolados foi detectado o DNA do HPV-6 (72%), e em 7
isolados o DNA do HPV-11 (28%). Um total de quatro variantes genémicas diferentes de
HPV-6 e duas variantes gendmicas de HPV-11 foram identificadas e nenhuma variante pode
ser associada com o quadro clinico do paciente. Para a reconstrucdo filogenética foram
utilizadas as sequéncias de E6 detectadas neste estudo adicionalmente as sequéncias
anteriormente publicadas originarias da Eslovénia e da Africa do Sul. Devido ao pequeno
numero de amostras ndo foi possivel relacionar as variantes com sitios especificos de infec¢ao
e a analise filogenética de HPV-6 e HPV-11 revelou que as sequéncias ndo se agruparam de
acordo com sua origem geografica. Assim, ndo foi possivel estabelecer uma associacéo
geografica entre as variantes de HPV-6 ou HPV-11, ao contrario do observado em HPV-16 e
HPV-18.

Palavras chave: Papilomatose respiratoria recorrente, HPV-6, HPV-11, variabilidade

genética, andlise filogenética.



Abstract

Recurrent respiratory papillomatosis (RRP) is a disease characterized by benign neoplasms
and can occur anywhere within the upper respiratory tract, but the most common lesion site is
the larynx. This disease has a bimodal age distribution which forms the basis of its
classification as juvenile or adult. The main etiological agent of RRP is Human
Papillomavirus virus (HPV), a group of DNA virus with more than 150 identified types.
HPV-6 and 11 are the most common types identified in RRP. There are few studies about the
distribution of natural molecular variants of low-risk HPVs. So, the aim of this study was to
evaluate the E6 early gene variability among HPV-6 and HPV-11 isolates detected in
recurrent respiratory papillomatosis (RRP) samples obtained in a cohort of Brazilian patients.
In order to compare nucleotide sequences identified in our study with previously reported
sequences isolates from different anatomic sites (laryngeal papillomas, genital warts, cervical
cancer and anal swabs) obtained from other parts of the world was performed phylogenetic
analysis to determine the phylogenetic relationships of variants detected in Brazil with
variants isolated in others regions of world. The complete coding region of the E6 gene of 25
samples were cloned and sequenced. HPV-6 DNA was detect in 18 isolates (72%) and HPV-
11 DNA in 7 isolates (28%). A total of four different HPV-6 genomic variants and two HPV-
11 genomic variants were identified and any variant could not be associated with the clinical
outcome. Phylogenetic trees for both HPV types were reconstructed enclosing E6 sequences
detected in our study in addition to formerly published sequences from Slovenia and South
Africa. The small number of samples analyzed prevents the evaluation of the association
between specific molecular variants and the anatomical site of infection and the phylogenetic
analysis of HPV-6 and HPV-11 revealed that the sequences did not group according to their
geographical origin. We could not establish a geographical association between HPV-6 or
HPV-11 variants, unlike HPV-16 and HPV-18.

Keywords: Respiratory Recurrent Papillomatosis, HPV-6, HPV-11, genetic variability,

phylogenetic analysis.
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1. Introdugéo
1.1. Papilomatose Respiratoria Recorrente

A Papilomatose respiratoria recorrente (PRR) é uma doenca benigna do trato
respiratorio superior, que ocorre principalmente na laringe (Figura 1). A PRR é caracterizada
por tumores benignos solitarios ou maultiplos que podem recorrer e atingir todo o trato
respiratorio (MOUNTS e KASHIMA, 1984). As lesbes geralmente ocorrem em locais de
constricdo das vias aéreas, secagem ou oxigenacdo. Os locais de juncdo do epitélio
respiratorio e escamoso, como a superficie inferior das cordas vocais, o vestibulo nasal e a
superficie nasofaringea do palato mole sdo especialmente vulneraveis e o nimero de locais

afetados pode aumentar com a duracdo da doenca (KASHIMA et al., 1993).

Figura 1: Representacdo dos 6rgdos do trato respiratorio humano. A figura divide-se em trato respiratorio
superior e trato respiratorio inferior. Fonte: http://pt.scribd.com/doc/11128603/Apostila-Anatomia-Sistema-
Respiratorio

Esta doenca foi descrita no final de 1800 por Sir Morrell Mackenzie, que reconheceu
os papilomas como uma leséo distinta observada em laringe de criancas (GOON et al., 2008).

Com o advento das técnicas modernas de genética molecular na década de 1990, o
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Papilomavirus Humano (HPV) foi confirmado como o agente etioldgico da PRR (DICKENS
et al., 1991), sendo causada principalmente a pelos HPVs dos tipos 6 e 11, 0s mesmos tipos
responsaveis pela formacao das verrugas genitais (WELLER e STANBERRY, 2007).

A PPR é categorizada em juvenil e adulta, sendo esta classificacdo baseada no
diagnostico antes ou depois dos 12 anos de idade, respectivamente. A doenca tem sido
observada em pacientes no periodo pos-natal imediato e em pacientes com mais de 84 anos
(DERKAY, 1995; 2001). A grande maioria dos pacientes com papilomatose juvenil (75% dos
casos) € diagnosticada com cinco anos de idade, sendo a disfonia 0 sintoma mais comum
(COHN et al., 1981; WETMORE et al., 2012). Criancas diagnosticadas em uma idade
precoce apresentam um risco maior de progressdo da doenga em comparacdo com criancas
diagnosticadas em idade mais avancada (BUCHINSKY et al., 2008).

Os dados de incidéncia e prevaléncia da PRR ao redor do mundo sdo imprecisos, por
isso diversos estudos estdo sendo realizados para esclarecer a real incidéncia da doenga
(LARSON e DERKAY, 2010). Reeves et al. (2003) analisaram o0 registro nacional de
papilomatose juvenil nos Estados Unidos entre os anos de 1996 até 2002 e estimaram uma
incidéncia de 1,7 a 4,3 para cada 100.000 criancas e de 1,8 a cada 100.000 adultos. Lindeberg
e Elbrond (1990) avaliaram 50% da populacdo da Dinamarca de 1965 a 1984 e encontraram
uma incidéncia geral de 3,84 casos a cada 100.000 habitantes. Para a populacéo pediatrica a
incidéncia foi de 3,63 a cada 100.000, enquanto que para a populacdo adulta a taxa foi de 3,94
a cada 100.000. Uma avaliagcdo mais recente, realizada no Canada por Campisi, em 2010,
reuniu em um banco de dados nacional informac6es sobre todas as criangas com menos de 14
anos diagnosticadas com papilomatose respiratéria entre 0s anos de 1997 a 2007 e encontrou
uma incidéncia de 0,24 a cada 100.000 pessoas (CAMPISI et al., 2010). Ainda ndo existem
dados disponiveis a respeito da incidéncia e prevaléncia da papilomatose respiratéria no
Brasil.

A papilomatose respiratoria € uma enfermidade que induz a neoplasia e se manifesta
como proliferacdo celular da mucosa. Os principais sintomas sédo a rouquiddo e o estridor
(KASHIMA et al., 1993; DERKAY, 2001). Entretanto, varios outros sintomas podem ser
notados na PRR, como tosse, chiado, distdrbio de voz, dispneia crbnica, choro fraco de carater
progressivo em criangas, engasgo, sincope e a obstrucdo aguda das vias respiratorias.
Algumas vezes estes sintomas podem ser acompanhados por tosse crénica ou pneumonia
recorrente (DERKAY e WIATRAK, 2008). Além destes sintomas, a PRR pode ocasionar a
transformacdo da mucosa afetada em carcinoma de células escamosas, sendo que a chance de
transformacéo pode variar entre 2 e 17% (BRANDWEIN-GENSLER e VAN DE WATER,
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2006). A incidéncia da transformacdo maligna varia entre os dois grupos de faixa etaria. Em
Papilomatose respiratdria recorrente adulta, a taxa de transformacéo varia entre 3 e 6% dos
casos (HARTLEY et al.,, 1994). Ja para a papilomatose respiratdria recorrente juvenil a
transformacdo maligna tem se mostrado muito rara, em torno de 1% dos casos (DERKAY,
1995; GEREIN et al., 2005). Em 2003, Go et al. reportaram as caracteristicas moleculares e
histoldgicas de 7 casos de transformacgdo maligna da papilomatose respiratoria recorrente em
carcinoma espinocelular. Trés pacientes tratados para papilomatose laringea desenvolveram
carcinoma espinocelular da laringe e quatro desenvolveram carcinoma espinocelular no
pulmao, a idade média do inicio da transformacdo foi 28 anos, sendo detectados HPV-6 e -11
em quatro casos de carcinoma. Bidpsias sequenciais estavam disponiveis em 5 dos sete
pacientes e foi possivel concluir que a transicdo espontdnea de papiloma para carcinoma
nestes pacientes ndo passou pela fase de progressao presente no modelo da carcinogénese, ja
que estes tumores sdo muito dificeis de serem diagnosticados precocemente (GO et al., 2003).

O curso da PRR ¢ variavel, com alguns pacientes vivenciando uma regressao
espontanea e outros sofrendo do crescimento agressivo dos papilomas exigindo multiplos
procedimentos cirargicos (DERKAY e WIATRAK, 2008). A PPR pode manifestar-se nas
formas agressiva e ndo agressiva. A forma ndo agressiva é controlavel por intervencGes
cirdrgicas e esses casos geralmente desaparecem ap6s alguns anos. J& a forma agressiva é
caracterizada por mdaltiplas recorréncias no sitio priméario e pelo desenvolvimento de
maultiplos sitios de envolvimento, incluindo o trato respiratorio inferior (DOYLE et al., 1994).

A frequéncia de cirurgias necessarias para manter a via aérea desobstruida é um
potencial indicador da severidade da doenca. A remissdo da doenca pode ocorrer em qualquer
estagio e a sua duracdo é extremamente varidvel (EVANS, 1996). A infecgdo na laringe
resulta em remissdo mais frequente do que a infeccdo do pulméo, que é geralmente fatal.
Acreditava-se que o inicio da puberdade poderia provocar a remissdo da doenga, mas essa
hipdtese foi descartada (GEREIN et al., 2006).

Por ser uma doenca caracterizada por uma variedade de sintomas, o seu diagndstico é
dificil e muitas vezes confundido com outras enfermidades, como asma e bronquite
(STAMATAKI et al., 2007). Os métodos mais precisos para um rapido diagnéstico da
papilomatose de laringe sdo a laringoscopia direta, endoscopia e bidpsia do tecido, podendo
também ser diagnosticada pela deteccdo do DNA (acido desoxirribonucleico) de HPV por
meio de técnicas de biologia molecular (DRAGANOV et al., 2006).
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1.1.1. Transmissao

A papilomatose respiratoria recorrente é causada pelo HPV e o virus pode ser
transmitido de maneira horizontal ou vertical. O modo exato da transmissdao permanece
indefinido, variando provavelmente com a idade do paciente na apresentacdo da doenca
(KASHIMA et al., 1992). O principal reservatério dos tipos de HPV que causam a PRR é 0
trato genital (KOUTSKY, 1997; INSINGA et al., 2003) e o DNA do HPV esta presente na
mucosa normal do trato respiratério superior em 5 a 20% dos casos (AALTONEN et al.,
2002).

Em pacientes com papilomatose adulta, a transmissdo ocorre horizontalmente,
predominantemente, pelo contato sexual. A relacdo sexual ndo é a Unica maneira de
transmissdo do HPV, podendo também ser transmitido por outras praticas sexuais, tais como:
sexo oral, sexo anal e sexo digito-vaginal (EDWARDS e CARNE, 1998; SONNEX et al.,
1999; GERVAZ et al., 2003). A transmissdo em pacientes adultos tem sido associada
positivamente com um maior nimero de parceiros sexuais durante a vida e com um contato
orogenital mais frequente do que aquele observado na populacdo em geral (KASHIMA et al.,
1992). O risco de infeccdo por HPV em pessoas que tiveram multiplos parceiros sexuais
(entre 10 e 49 parceiros) esta em torno de 21%, enquanto que este percentual diminui para 7%
naqueles pacientes que tiveram apenas um parceiro durante sua vida sexual (STONE et al.,
2002). E considerada a possibilidade de que, em alguns casos de papilomatose adulta a
infeccdo € uma reativacdo de uma infecgdo prévia ao virus durante o nascimento, ao inves de
uma transmissao sexual, sendo uma consequéncia da habilidade do virus em permanecer
latente (STEINBERG et al., 1983; RIHKANEN et al., 1993; SMITH et al., 1993).

Para criancas e lactantes com PRR acredita-se que a transmisséo seja vertical, devido a
inexisténcia de contato sexual. Entretanto ainda ndo esta esclarecido o modo exato e a fase
viral da transmissdo (CASON e MANT, 2005; CASTELLSAGUE et al., 2009). Diversos
estudos tém associado fortemente a papilomatose juvenil a maes com infeccdes genitais ativas
causadas pelo HPV, e a rota mais aceitavel de transmissdo vertical do virus é durante o
nascimento, através da exposicdo direta as lesdes cervicais e genitais presentes no canal do
parto (KASHIMA et al., 1992; DERKAY e WIATRAK, 2008). Foi demonstrado por
Silverberg et al. (2003) que crianc¢as nascidas de mdes com condiloma ativo apresentaram um
risco 231 vezes maior de desenvolver PRR.

Contudo, pode haver outras formas de contagio além da transmissdo no momento do
parto. O DNA do HPV tem sido encontrado em tecido placentario e no sangue do cordao
umbilical (GOMEZ et al., 2008; SARKOLA et al., 2008), possivelmente levando a infeccédo
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transplacentaria. O HPV também foi encontrado no liquido amniético (SEDLACEK et al.,
1989), podendo ser a razdo de alguns bebés ja nascerem com lesdes na laringe.

Além disso, outros fatores como idade materna menor do que 20 anos e o tipo de parto
sdo considerados importantes determinantes da transmissdo (GEREIN et al., 2007). Foi
sugerido que filhos de mulheres na primeira gestacdo e com trabalhos de parto com mais de
10 horas de duracgdo apresentam um risco maior de desenvolver PRR, pois o feto é exposto ao
virus por periodos prolongados (KASHIMA et al., 1992).

1.1.2. Tratamento

A papilomatose respiratdria recorrente pode apresentar cursos diferentes dependendo
da imunidade do hospedeiro e do tipo de HPV. Em alguns casos a doenga pode apresentar
remissdo espontanea ou pode seguir um curso mais agressivo, com a necessidade de diversas
cirurgias anualmente (VENKATESAN et al., 2012).

Atualmente, h4 uma variedade de terapias que é adotada de acordo com o perfil
especifico de cada paciente. As terapias tém o objetivo de aliviar os sintomas da doenca, que
incluem: erradicar os papilomas das vias aéreas, melhorar a qualidade da voz e controlar a
disseminacéo da doenca (GALLAGHER e DERKAY, 2008).

A cirurgia ainda é a principal opcdo terapéutica para a remocdo dos papilomas
benignos, pois preserva a via respiratéria e a qualidade da voz (ZEITELS et al., 2006).
Assim, os tratamentos modernos incluem a cirurgia de aco frio, microdebridador e, menos
comumente, a remogdo com laser. (CARROLL e SAUNDERS, 2002). As vantagens do uso
de microdebridador para a remocao das lesGes incluem o minimo trauma na laringe, menor
trauma térmico, tempo de procedimento menor, melhoria na qualidade da voz, custo menor
em comparagdo com o procedimento a laser e ndo ha aumento nos scores da dor
(PASQUALE et al., 2003). Como em muitos casos repetidas cirurgias sao necessarias, isso
causa um custo emocional para os pacientes e familiares (LINDMAN et al., 2005). De acordo
com o Registro Nacional de Criancas com PRR dos Estados Unidos, os pacientes sao
submetidos a uma média de 19,7 procedimentos ou em média 4,4 procedimentos por ano, o
que equivale a mais de 10.000 procedimentos cirdrgicos por ano gerando um alto custo anual,
estimado em 150 milhdes de dolares (DERKAY, 1995; ARMSTRONG et al., 1999).

Além dos métodos de remocdo do tumor, tratamentos adicionais para retencdo viral e
crescimento dos papilomas incluem terapias farmacologias adjuvantes como o Cidofovir,
indole-3-carbinol, di-indolymethane, interferon-alfa, ribavirina e terapia fotodindmica
(DONNE e CLARKE, 2010). Atualmente, aproximadamente 20% das criancas com PRR
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necessitam de alguma forma de tratamento coadjuvante (SCHRAFF et al., 2004). O
Interferon-alfa é utilizado em casos mais severos, e parece ser efetivo em aproximadamente
um terco dos pacientes, entretanto apresenta efeitos colaterais reconhecidos (LEVENTHAL et
al., 1988).

A terapia medicamentosa mais utilizada no tratamento da papilomatose de laringe é a
injecéo intra-lesional de Cidofovir (SCHRAFF e DERKAY, 2004). O Cidofovir & um anéalogo
de nucleosideo da deoxicitidina monofosfato. Esta pré-droga requere fosforilacdo para a
conversdo em sua forma ativa, que entdo incorpora-se no DNA. A acumulacdo da droga ativa
no DNA produz toxicidade e o cidofovir tem se mostrado ser efetivo contra uma variedade de
virus (DONNE et al., 2007).

Estudos clinicos e laboratoriais tem demonstrado efetividade no tratamento intra-
lesional de PRR em adultos e criancas (PRANSKY et al., 2003; MANDELL et al., 2004),
sendo amplamente utilizado em pacientes com quadro clinico severo (SCHRAFF e
DERKAY, 2004). A administracdo intra-lesional de Cidofovir pode ajudar a controlar o
crescimento recorrente dos papilomas e a reduzir a severidade da doenca (SPIEGEL et al.,
2005).

Apesar de diversos estudos demonstrarem a efetividade da terapia com Cidofovir no
tratamento de PRR, alguns estudos com animais mostraram que o Cidofovir pode ser
teratogénico, embriotdxico e carcinogénico, provocando um significante aumento de
adenocarcinomas mamarios em ratos (WUTZLER e THUST, 2001). A administracao
intravenosa em animais e humanos mostrou severa nefrotoxicidade (GOON et al., 2008).

E importante ressaltar a relagdo entre a presenca da doenca do refluxo gastroesofagico
e a papilomatose respiratdria recorrente. Esta relacdo pode ser atribuida ao fato de que o
contato crénico do acido com os tecidos causa uma inflamacédo que pode resultar na expressao
do HPV nesses locais (MCKENNA e BRODSKY, 2005). Alguns estudos tém demonstrado
gue a taxa de recorréncia em criancas com papilomatose diminui apds o tratamento
antirrefluxo (HARCOURT et al., 1999; MCKENNA e BRODSKY, 2005).

Atualmente estdo disponiveis comercialmente duas vacinas (bivalente e quadrivalente)
que provaram ser eficazes na prevencao por HPV (SKJELDESTAD et al., 2008). As vacinas
sdo produzidas a partir de particulas ndo infecciosas chamadas de VLPs (Virus Like Particles
- Particula Semelhante a Virus) que séo formadas pela proteina do capsideo viral L1. A vacina
bivalente ¢ chamada comercialmente de Cervarix® (GlaxoSmithKline) e fornece imunidade
contra os tipos HPV- 16 e HPV-18, mas ndo é efetiva contra os HPVs dos tipos 6 e 11.

Portanto, 0 uso dessa vacina ndo contribui na reducdo de casos de PRR, que ocorre devido a
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infeccdo por HPV-6 ou HPV-11. No entanto, testes conduzidos com Cervarix® mostraram
100% de eficacia em prevenir a infeccdo com HPV-16 e HPV-18 (HARPER et al., 2004). A
vacina quadrivalente, Gardasil® (Merck), apresentou eficdcia na prevencéo da infecgdo pelos
HPVs dos tipos 6, 11, 16 e 18. Estudos tém demonstrado que 99,7% dos individuos nos testes
clinicos da vacina desenvolveram resposta imune a vacina (KOUTSKY et al., 2002; VILLA
et al., 2005). E possivel que a implementacdo de programas de imunizagio, com a vacina
quadrivalente, para mulheres adolescentes e adultas tenha um efeito significante na redugéo
da papilomatose de laringe, uma vez que a vacina reduz significantemente novas infeccoes
causadas pelo HPV (DERKAY e BUCHINSKY, 2007; PAWLITA e GISSMANN, 2009).

1.2. Papilomavirus Humano
1.2.1. Taxonomia

Originalmente os papilomavirus foram agrupados junto com o0s poliomavirus na
familia Papoviridade. Eles foram classificados juntos devidos a similaridade do capsideo ndo
envelopado e por ambos possuires como genoma uma molécula de DNA de fita dupla cirular.
Posteriormente foi reconhecido que os virus possuiam tamanho e organizacdo do genoma
diferente além disso, ndo possuiam grande similaridade na seuquencia de nucleotideos ou
aminoacidos. Assim foram reconhecidos pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) como duas familias separada, Papillomaviridae e Polyomaviridae (DE VILLIERS et
al., 2004).

O HPV pertence a familia Papillomaviridae, que é composta por 30 géneros (Figura
2). O género Alphapapilomavirus ¢ o mais diverso com 14 espécies e neste género sao
encontrados os tipos que infectam preferencialmente a mucosa oral e anogenital em humanos
e primatas (ICTV, 2011). Os membros da familia Papilomaviridae sdo comuns na natureza e
ja foram isolados e caracterizados de répteis (HERBST et al., 2009), aves (TERAI et al.,
2002), marsupiais (BENNETT et al.,, 2010), e diversas outras espécies de mamiferos
(BERNARD et al., 2010).

O taxon espécie é baseado na relagdo filogenética proxima que alguns tipos de HPV
possuem. As espécies sao compostas tipicamente por tipos de papilomavirus que possuem
propriedades biologicas e patologicas comuns. Os HPVs dos tipos 6 e 11, juntamente com 0s
tipos HPV-11, HPV-13, HPV-44, HPV-74 e PcPV pertencem a Espécie 10. Os membros
desta familia estdo associados principalmente com lesdes benignas na mucosa e sdo

considerados de baixo risco oncogénico (DE VILLIERS et al., 2004).
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Existem numerosas variantes para cada tipo de HPV, contudo os subtipos sdo
extremamente raros, por razdes ainda desconhecidas. Somente quatro genomas correspondem
a definicdo de subtipo. O HPV-55, que foi reclassificado como um subtipo do HPV-44; HPV-
46 que é considerado como um subtipo do HPV-20; HPV-64 que foi classificado como
subtipo do HPV-34 e os subtipos para HPV-68: HPV-68a e HPV-68b (REUTER et al., 1991;
LONGUET et al., 1996).
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Figura 2: Arvore filogenética baseada na analise da sequéncia do gene L1 de 118 tipos de papilomavirus. Os
nameros nas pontas dos ramos identificam os tipos de HPV, “c” seguido de um nimero indica um novo candidato
a tipo de HPV. Todas as outras abreviagdes se referem a tipos de papilomavirus que infectam animais. Os
semicirculos externos identificam os géneros e os semicirculos internos, as espécies. Fonte: Modificado de de
Villiers et al., 2004.

1.2.2. Biologia do Papilomavirus Humano

Os Papilomavirus sdo virus pequenos, medindo de 52 a 55 nm de diametro.
Apresentam um genoma composto por uma unica molécula de acido desoxirribonucleico
circular de dupla fita com 7200 a 8000 pares de base, dependendo do gendétipo analisado.
Possui um capsideo de simetria icosaédrica com 72 capsdmeros, sem envelope lipoprotéico.

Este virus é epiteliotropico com preferéncia por queratindcitos (NEBESIO et al., 2001),
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infectando as células da camada basal do epitélio estratificado. A expressao dos genes virais
esta diretamente relacionada com a diferenciacao celular do hospedeiro (MCMURRAY et al.,
2001).

O genoma ¢é dividido em regides denominadas sequéncias abertas de leitura, do inglés
open reading frames (ORF), que estdo localizados na mesma fita de DNA. Estas ainda podem
ser funcionalmente separadas em trés regides principais: a primeira € uma regido regulatoria,
ndo codificadora, de 400 a 1.000 pares de bases que é conhecida pelas denominagdes long
control region (LCR) ou upper regulatory region (URR), situada entre os genes L1 e E6. E
nesta regido pouco conservada que estdo localizados as sequéncias reguladoras e iniciadoras
da replicacdo viral. A segunda é chamada de regido precoce ou E, constituida pelos ORFs: E1,
E2, E4, E5, E6 e E7, que estdo envolvidos na replicacdo viral, no controle da transcricéo e na
oncogénese. A terceira regido é denominada tardia ou L codifica as proteinas L1 e L2 do
capsideo viral (BERNARD, 2002; CHOW et al., 2010) (Figura 3).

Figura 3: Representacdo esquematica do genoma do Papilomavirus Humano do tipo 16 (HPV-16), evidenciando
regido regulatéria (LCR), as regiBes precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e as regides tardias (L1 e L2). HPV-16
possui um genoma de DNA fita dupla circular. O promotor da transcri¢cdo é denominado P97. AE e AL sdo 0s
sitios de poliadenilagdo precoces e tardios, respectivamente. Fonte: Modificado de Lin et al., 2010.

Os genes E1 e E2 codificam proteinas regulatérias importantes para o HPV (proteinas
El e E2). As fungdes destas duas proteinas sdo essenciais para o processo de replicacdo viral e
infeccdo celular. A proteina E2 reprime a transcricdo unindo-se a sitios de ligacéo especificos
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na regido controladora, enquanto que a proteina E1 facilita esta ligacdo (CHOW et al., 2010).
Acredita-se que a proteina E4 esteja envolvida em estagios posteriores do ciclo do virus,
provavelmente envolvida na destruicdo da estrutura do citoesqueleto da célula hospedeira
facilitando a permanéncia e maturagdo do virus (CHOW et al., 2010). A proteina E5 induz a
proliferacdo celular, inibe a apoptose, pode ativar os receptores do fator de crescimento e
outras proteinas quinases (IARC, 2007). As proteinas E6 e E7 sdo as principais responsaveis
pela transformacdo nos HPV de alto-risco e atuam na modulacdo de atividades de proteinas
celulares que regulam o ciclo celular (LONGWORTH e LAIMINS, 2004). Os genes tardios
L1 e L2 codificam proteinas do capsideo viral (CHOW et al., 2010)

Todos os tipos de HPV possuem dois promotores principais. P1 esta localizado
upstream do gene E6, e o promotor P3 esta localizado dentro do gene E7. H& também o
promotor P4 que é universalmente conservado e localiza-se upstream da ORF do gene E6. O
virus depende fortemente de splicing alternativo do mRNA para acessar todas as ORFs e
alguns mRNA bi ou poli-cistrénicos podem codificar mais do que uma proteina (TANG et al.,
2006).

1.2.3. Diversidade genética do virus

A classificacdo dos HPVs é baseada na diversidade genémica do gene L1. Entre os
géneros da familia Papillomaviridae had uma diferenca maior de 40% na sequéncia
nucleotidica do gene L1, j& para as espécies esta diferenca varia entre 30% e 40%. Ha ainda
uma classificacdo dos papilomavirus em tipos, subtipos e variantes. Um tipo de HPV difere de
outro quando apresenta ao menos 10% de divergéncia na sequéncia do gene L1. Em adigé&o,
isolados do mesmo tipo sdo classificados em subtipos quando a sequéncia nucleotidica
diverge ente 2% a 10%, e diferencas menores do que 2% definem uma variante (BERNARD
et al., 2006).

Mais de 150 tipos de HPV foram identificados (DE VILLIERS et al., 2004), podendo
ser classificados de acordo com o seu potencial oncogénico em HPV de baixo risco e alto
risco (IARC, 2007). Os tipos de baixo risco detectados com maior frequéncia sdo os HPV-6 e
-11, estando normalmente associados a lesGes benignas como papilomatose de laringe ou
verrugas genitais e perianais. Os tipos de alto risco mais frequentemente detectados séo 0s
HPV-16, -18, -31, -33, -35, esses tipos estdo associados com carcinoma do colo do Utero,
tumores na regido genito-anal, cancer cervical e cancer de cabeca e pescoco (KLOZAR et al.,
2010).
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A comparacao da sequéncia completa de nucleotideos de 12 isolados de HPV-16
mostrou que 4% do genoma total foi variavel dentro dos 8 genes, e 9,9% das posicdes de
aminoéacidos sdo variaveis (CHEN et al., 2005). Os genes E4 e E5 sdo descritos como mais
variaveis do que a LCR, que foi previamente reportada com 5% de dissimilaridade entre as
variantes moleculares (HO et al., 1993). Além disso, foi observado que as proteinas E5 e E2
apresentam a maior proporcao de mutacdes sindbnimas/ndo sindnimas. A partir da analise da
diversidade genética de E6 e E7 em variantes de HPV-58 e HPV-52 (CHAN et al., 2002;
AHO et al., 2003) notou-se que a regido do gene E7 apresentava uma variabilidade genética
maior em relacdo ao gene E6. Em contraste, para o0 HPV-16 o gene E6 apresentou
variabilidade maior do que o E7 (ZEHBE et al., 1998; NINDL et al., 1999).

Acredita-se que mutaces na LCR e nos genes E6 e E7 podem afetar o resultado
clinico da infeccéo, indicando que a variabilidade nucleotidica é importante para o potencial
oncogénico de diferentes tipos de HPV (SICHERO e VILLA, 2006). A analise extensiva do
gene E6 de diferentes variantes moleculares de HPV-16 revelou a presenca de mutacdes de
aminoacidos que se sobrepde em posi¢cdes cruciais para a interacdo com p53 (YAMADA et
al., 1997).

Crook et al estudaram uma matriz de substitui¢cbes simples de aminoacidos e mutantes
de E6 de HPV-16 que apresentaram diversas dele¢fes assim como E6 quiméricas para avaliar
a ligacdo a p53 in vitro, a degradacdo de p53 e a transativacdo transcripcional. Mutantes de
E6 com delecdes que resultaram em truncacfes nos residuos 59 e 110 indicaram o
envolvimento dos resiudos de aminoacidos presentes da extremidade C-terminal até o residuo
59, e analises adicionais localizaram o sitio de interacdo entre os residuos 106 e 115, e as
alteracOes entre as posicOes 123 e 132 resultaram em efeitos mais fracos. Analises mais
detalhadas pertimiram a Crook et al. inferirem que o principal sitio de ligacdo com p53 esta
localizado aproximadamente entre os aminoacidos 106 e 110 da E6 de HPV-16 (CROOK et
al., 1991)

Os isolados de HPV-6 podem ter similaridade com a variante gendmica prototipo
HPV-6b ou com as variantes ndo-protétipas HPV-6a e HPV-6vc (HEINZEL et al., 1995). A
sequéncia de referéncia HPV-6b foi originalmente detectada na Alemanha de um espécime de
condiloma acuminata (GISSMANN e ZUR HAUSEN, 1980; DE VILLIERS et al., 1981;
KOVELMAN et al., 1999). A variante HPV-6a foi detectada nos Estados Unidos em uma
amostra de condiloma acuminata vulvar (HOFMANN et al., 1995) no mesmo pais, a variante
HPV-6vc foi detectada em um espécime de carcinoma verrucoso vulvar (RANDO et al.,

1986). A sequéncia protétipo do HPV-11 foi detectada em um espécime de papiloma de
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laringe em 1982 por Southern Blot, e a sequéncia completa de nucleotideos deste clone foi
caracterizada completamente em 1986 (GISSMANN et al., 1982; DARTMANN et al., 1986).

A distribuicdo mundial dos diferentes tipos de HPV apresenta-se de forma
diversificada, contudo essa observacdo ainda tem determinantes desconhecidos. Uma meta-
analise (DE SANJOSE et al., 2007) sobre a distribuicdo dos tipos do HPV em mulheres com
citologia normal mostrou que o HPV-16 foi o tipo mais prevalente em todas as regides, exceto
na regifo Oriental da Africa, no Japdo e em Taiwan, onde o tipo mais prevalente foi o0 HPV-
52. Considerando todas as regides, o segundo tipo mais prevalente foi o HPV-18, assim como
nas regides individuais da Asia oriental (excluindo-se o Japdo), no norte da Africa, no norte e
no oeste da Europa. O HPV-58 foi o segundo mais prevalente na Africa ocidental e na
América do Sul. Na América central e na Europa oriental o HPV-31 foi o0 segundo mais
prevalente, assim como o0 HPV-53 na América do Norte (Figura 4).

Os dados sobre as prevaléncias dos diferentes tipos de HPV no Brasil ainda séo
bastante limitados, entretanto, a distribuicdo desses tipos ndo parece ser homogénea por todo
pais. Seguindo o padrdo mundial o HPV-16 mostrou-se mais prevalente no Rio do Janeiro
(35,5%), Recife (55,1%) e Distrito Federal (49,2%) (LORENZATO et al., 2000; CAMARA et
al.,, 2003; PEREIRA et al., 2007). Em Belém-PA 21,2% das amostras de neoplasia
intraepitelial cervical Il e 111 (NIC 11 e 1Il) apresentaram HPV-31, -33 e -58 (NORONHA et
al., 1999).
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Figura 4: Ranking dos cinco tipos de HPV mais comuns entre mulheres com citologia normal dentro das
regides do mundo. Os dados sdo baseados na meta-anélise de 48 estudos. Cada estimativa foi ponderada
incluindo o nimero de mulheres testadas para cada tipo de HPV. Em parénteses estdo indicados o nimero de
estudos avaliados. Os valores estdo indicados em porcentagem. Fonte: Modificado de de Sanjose et al., 2007
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1.2.4. O Ciclo de infeccéo viral

A replicacdo do HPV ocorre no epitélio estratificado, onde as particulas virais entram
no tecido epitelial através de microles@es e infectam as células do epitélio basal com um baixo
namero de cépias (MCMURRAY et al., 2001). Imediatamente apds a infeccdo da camada
basal o capsideo proteico é decomposto e 0 genoma viral segue em direcdo ao nucleo, onde é
mantido na forma epissomal e independente do genoma do hospedeiro. Pouco tempo apdés a
infeccdo ocorre um ciclo de replicacdo do DNA viral, independente do ciclo celular, que
amplifica 0 genoma viral para aproximadamente 50-100 cdpias por célula e ndo esta
associado com anormalidade citologica (SCHILLER et al., 2010).

Apos a divisdo celular, uma célula-filha permanece na camada basal do epitélio,
enquanto que a outra célula-filha migra para o préximo nivel do epitélio estratificado e inicia
a diferenciacdo. O ciclo de replicacdo viral ocorre a medida que as células infectadas movem-
se através do epitélio, onde o DNA viral é amplificado na camada espinhosa; a transcricao e
traducdo dos genes tardios ocorrem na parte superior do epitélio e a montagem das particulas
virais ocorre na camada cornificada. As particulas virais maduras séo liberadas na superficie
do epitélio durante a descamacéo celular (MCMURRAY et al., 2001). O ciclo infeccioso in
vivo leva, em média, de 2 a 3 semanas. Este € 0 tempo necessario para o queratinocito mover-
se da camada basal em direcdo a superficie do epitélio e diferenciar-se (STANLEY, 2010)
(Figura 5).

A proteina viral codificada pelo gene E1 é a Unica enzima de replicagdo do DNA
codificada pelos papilomavirus. Excluindo-se as proteinas virais E1 e E2, a replicacao viral €
totalmente dependente da maquinaria celular de sintese de DNA. Entretanto, os fatores de
replicacdo e as DNA-polimerases celulares s6 estdo presentes em células em divisdo e a
replicacdo viral ndo ocorre em tais células. Para resolver esse problema, o HPV codifica
proteinas que reativam a sintese de DNA celular, inibem a apoptose e atrasam a diferenciacdo
dos queratindcitos infectados, criando um ambiente permissivo para a replicacdo do DNA
viral (ZUR HAUSEN, 2002).

Em alguns casos, principalmente quando a infec¢do ocorre por HPVs de alto risco,
pode ocorrer persisténcia viral, integracdo do genoma viral no genoma do hospedeiro e
transformacéo das células infectadas. Em lesdes cervicais de alto grau e nos tumores, 0 DNA
do HPV esta geralmente integrado ao genoma do hospedeiro. Este evento promove a perda do
gene E1 e o rompimento do gene E2. A integracdo ocasiona o término da amplificacdo viral e

a ativagéo constante do promotor precoce do HPV resultando em uma super expresséo de E6



29

e E7 e levando a imortalizacdo e transformacdo das células (ROMANCZUK e HOWLEY,
1992; FRANCO e HARPER, 2005).

Estudos reportam que o evento de integracdo ¢ aleatério e pode envolver quase todos
0S cromossomos, assim Vvarios sitios de integracdo estdo sendo mapeados (YU et al., 2005).
Um estudo recente (DAS et al., 2012) avaliou o sitio de integracdo de dois tipos de HPV
(HPV-16 e HPV-18) em amostras de cancer cervical. O sitio de integracdo pdde ser predito
com alto score em 48 dos 68 casos avaliados. Observou-se que os sitios de integracdo do
genoma do HPV estavam distribuidos através do genoma do hospedeiro. Entretanto, a
integracdo foi mais frequente nos seguintes locus: 1p (n=7), 3q (n=8), 13q (n=4), 6q (n=4),
11q (n=4) e 20q (n=4).

Figura 5: Arquitetura celular do epitélio escamoso estratificado e a expresséo das proteinas do HPV apo6s a infecgéo.
As células-filhas das células tronco epiteliais dividem-se ao longo da membrana basal e tornam-se maduras conforme migram
verticalmente sem divisdes adicionais (lado direito da figura). Apos a introducdo do HPV nas células tronco da camada basal
do epitélio, ocorre a expressdo das proteinas virais ndo estruturais. Sob a regulagdo dessas proteinas, a populacao de células
em divisdo expande verticalmente e a diferenciacdo das células epiteliais é atrasada e incompleta. Como mostrado, as
proteinas virais sdo expressas sequencialmente & diferenciago, e as particulas virais maduras sdo produzidas somente nas
camadas mais superficiais do epitélio. CAA: células apresentadoras de antigeno. Fonte: Modificado de Frazer, 2004.
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1.25. A proteina E6

A proteina E6 possui em torno de 150 aminoacidos, com o seu tamanho variando de
acordo com o tipo de HPV. Apesar de pequena, a E6 induz a varias mudancas importantes na
célula hospedeira que influenciam no ciclo de vida normal da célula e no processo de
imortalizacdo. Além disso, a E6 também est4 envolvida no reconhecimento imunolégico do
hospedeiro para estabelecer a persisténcia viral (KIYONO et al., 1998; LIU et al., 1999).

Em HPV de alto risco a proteina oncogénica E6 ativa a degradacdo do gene supressor
de tumor p53. A proteina E6 recruta a ubquitina ligase celular E6AP e juntas formam um
complexo trimérico com a p53, levando a ubquitinacdo e a degradacdo proteassomal de p53
(HUIBREGTSE et al., 1991; SCHEFFNER et al., 1993). A proteina p53 é responsavel por
monitorar e proteger a integridade do genoma induzindo genes que regulam o ciclo celular e 0
reparo do DNA, ou alternativamente a senescéncia ou apoptose da célula. Dessa maneira a
inativacdo, degradacdo ou mutacdo em p53 pode desregular suas fungdes resultando no
aumento da proliferagdo celular e sobrevivéncia celular prolongada (NGHIEM e KUPPER,
1998; PIM e BANKS, 2010). A proteina E6 de HPVs de baixo risco pode interagir de maneira
diferente com p53. Ao contrario da E6 em HPV de alto risco que esta localizada
primariamente no ndcleo, a E6 de HPV-11 localiza-se no citoplasma e a super expressdo de
E6 resulta na translocacdo de p53 para o citoplasma. Observou-se que a expressdo de E6 do
HPV-11 leva a aptose celular dependente de p53 (SUN et al., 2008).

Além dessas propriedades, oncoproteina E6 também pode mediar a proliferacéo
celular através do dominio PDZ-ligante (DOORBAR, 2005). Proteinas que possuem o0
dominio PDZ estdo localizado em areas de contato celula-célula, como jungdes de celulas
epiteliais, e esta associado as vias de transducdo de sinal. A ligagdo da oncoproteina E6 de
HPVs de alto risco as proteinas da familia PDZ pode levar a degradacdo do dominio PDZ
(LONGWORTH e LAIMINS, 2004; ELGUI DE OLIVEIRA, 2007), levando a uma
desregulacdo da organizacdo, diferenciacdo e integridade cromossdmica das células epiteliais
infectadas pelo HPV (VON KNEBEL DOEBERITZ, 2002). Isso pode contribuir para a
transformacdo morfoldgica dos queratindcitos infectados com o HPV de alto risco e a indugéo
de hiperplasia epitelial (NGUYEN et al., 2003; WATSON et al., 2003).

A interacdo com o dominio PDZ é observada somente em E6 de alto risco, sendo
assim, os HPVs de baixo risco foram originalmente considerados como incapazes de recrutar
ubiquitina ligases para degradar alvos celulares. Contudo, um estudo realizado em 2002 por

Pin, et al. demonstrou através da inser¢do dos ultimos seis aminoacidos da E6 de um HPV de
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alto-risco na extremidade carboxi-terminal da E6 de HPV de baixo risco, a capacidade da E6
recombinante em dirigir a degradacdo de alvos celulares. Foi possivel concluir que E6 em
HPVs de baixo risco sdo capazes de se conjugar a sistemas proteoliticos celulares e que a via
de degradacgéo dos alvos celulares ocorre por diferentes vias de ubquitina ligase (PIM et al.,
2002)

A oncoproteina E6 de HPVs de alto risco também apresenta a capacidade de ativar a
enzima telomerase, prevenindo o encurtamento dos telémeros resultando em prolongacéo da
vida dtil das células infectadas com HPV (ELGUI DE OLIVEIRA, 2007). Em adicdo, a E6
liga-se a diversas proteinas celulares divididas em quatro classes: co-ativadores
transcricionais, proteinas envolvidas na polaridade celular e motilidade, supressores de tumor
e indutores de apoptose e fatores de reparos do DNA (IARC, 2007).

Como visto, as proteinas E6 de HPVs de alto e baixo risco, ndo compartilham as
mesmas propriedades. Contudo, tanto E6 de alto risco, quanto de baixo risco podem reprimir
os fatores de transcricdo regulados por p53 através da inibicdo da acetilagdo de p53 por p300
(PATEL et al., 1999). Adicionalmente, tem sido reportado que E6 de HPVs de baixo risco
podem se ligar a p73 (PARK et al.,, 2001). A relevancia fisiologica dessas interacoes
realizadas pela E6 de HPV de baixo risco ndo estd completamente esclarecida (OH et al.,
2004).

2. Justificativa

A Papilomatose respiratoria recorrente € uma doenca benigna que afeta o trato
respiratorio superior e estd associada com infec¢des pelo HPV, principalmente dos tipos 6 e
11 (MOUNTS e KASHIMA, 1984). A doenca é caracterizada pela presenca de tumores
maltiplos ou solitarios no trato respiratorio. Apesar da natureza benigna da PRR as lesdes
tendem a crescer e se estender através de todo o trato respiratdrio, causando obstrucdo severa
das vias aéreas e resultando em taxas consideraveis de mortalidade e morbidade, que podem
aumentar em casos em que ocorre transformacdo maligna das lesbes (GALLAGHER e
DERKAY, 2008).

Até o momento, mais de 150 tipos de HPV ja foram identificados, contudo poucos
estudos foram realizados envolvendo as variantes de tipos de HPV menos prevalentes que 0s
tipos de 16 e 18. Devido ao fato da papilomatose de laringe acometer o trato respiratorio e
levar a obstrucéo das vias aéreas em alguns casos, uma grande importancia e atencdo devem
ser dispensadas aos tipos de HPV associados a papilomatose, a fim de entender melhor sua

patogenicidade e infectividade.
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Acredita-se que variantes do mesmo tipo de HPV podem diferir em suas propriedades
patogénicas e biologicas (BERNARD, 2005; XI et al., 2007). Pois diferencas na sequéncia de
nucleotideos podem alterar os aminodacidos codificados, assim as variantes podem apresentar
potenciais oncogénicos distintos. Diferencas na atividade de transformacéo das variantes dos
HPVs dos tipos 16 e 18 tém sido atribuidas a LCR e aos genes E6 e E7 (VILLA e
SCHLEGEL, 1991). Com isso, supde-se que mutagdes nessas regides podem ter impacto no
desenvolvimento clinico da infeccéo.

Devido as fungdes conhecidas do gene E6 em HPV de alto risco acredita-se que as
principais implicagdes funcionais da variabilidade genética do gene E6 seriam a maior
ativacdo da telomerase, mudanca na ligacdo e degradacao de proteinas celulares, mudanca na
ativacdo de vias celulares, geracdo e manutencdo do fenotipo transformado. A funcdo do gene
E6 em HPV de baixo risco ndo estd totalmente esclarecida, assim como possiveis
consequéncias da variabilidade genética, mas acredita-se que pode estar relacionado com o
curso clinico da PRR.

Analises de variabilidade genética tem se tornado essencial para uma melhor
compreensdo da histdria natural e evolutiva dos papilomavirus. A diversidade genética do
HPV tem sido investigada extensivamente entre os tipos de alto risco. Por meio dos resultados
de diversos estudos de variabilidade genética de isolados HPV-16 e -18 originarios dos 5
continentes foi possivel concluir que houve uma co-evolugdo destes virus com os trés maiores
ramos filogenéticos humanos: caucasianos, africanos e asiaticos (HO et al., 1993; ONG et al.,
1993).

Em contraste, poucos estudos desta natureza tém sido realizados envolvendo variantes
moleculares de tipos de HPV de baixo risco oncogénico. Deste modo, o presente trabalho se
justificou pela necessidade de identificar as variantes genéticas do gene E6 em HPVs de baixo
risco e as possiveis alteracdes em suas propriedades bioldgicas. Torna-se importante também
estabelecer as relacdes filogenéticas de variantes brasileiras com variantes de outras regides
do mundo para auxiliar na compreensdo da histéria natural dos HPVs envolvidos na

patogénese da papilomatose respiratdria recorrente.
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3. Objetivos

O presente estudo teve como objetivo estudar a variabilidade genética do gene E6
entre isolados de HPV-6 e HPV-11 detectados em amostras de papilomatose respiratoria
recorrente obtidas em pacientes do Brasil e determinar as relacGes filogenéticas das variantes

detectadas no Brasil com variantes de outras regides geograficas.

Objetivos Especificos:

e Avaliar a variabilidade genética do gene E6 de isolados de HPV-6, -11 encontrados em
papilomatose respiratdria recorrente de pacientes brasileiros e comparar com a
literatura;

e Avaliar a relacdo filogenética das variantes brasileiras com variantes detectadas em
outras partes do mundo e obtidas em diferentes sitios anatdmicos da infeccdo
(papilomatose de laringe, verrugas genitais, cancer cervical e esfregaco anal);

e Estabelecer possiveis correlacdes de variantes especificas com o quadro clinico da

doenca;
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4. Material e Métodos
4.1. Populacao e amostra

O estudo foi realizado com 25 amostras provenientes de bidpsias obtidas por seccdo
cirrgica de polipos da laringe de pacientes diagnosticados com Papilomatose Respiratéria
Recorrente, atendidos no Ambulatorio de Laringologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina, Departamento de Otorrinolaringologia; USP- Ribeirdo Preto. A idade dos
pacientes variou de 3 a 52 anos. A severidade da doenca foi determinada em cada
procedimento cirdrgico utilizando o sistema de Derkay de estadiamento. (DERKAY et al.,
1998).

4.2. Aspectos Eticos

Para que todos os direitos e liberdades dos individuos que participaram deste estudo
sejam respeitados, o projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa do Instituto de
Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas/ IBILCE-UNESP sendo aprovado com parecer n°
018/10, demonstrando respeito as regras éticas.

Os individuos que por livre escolha e em pleno conhecimento de causa participaram
deste projeto, representaram a decisdo consciente de participacdo do estudo por meio do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A escolha de participacdo dos individuos e o

anonimato das informacdes foram respeitados.

4.3. Extracao de DNA

As amostras de papilomatose de laringe foram submetidas a extracdo de DNA por
meio do kit comercial QlAamp DNS Micro (QlAgen).

Foram adicionados & amostra 180 ul do tampdo ATL e 20 ul de proteinase K e
misturado vigorosamente por 15 segundos. As amostras foram incubadas a 56°C overnigth.
Apo6s o periodo de incubagdo adicionou-se 200 ul de tampdo AVL e misturou-se por
aproximadamente 15 segundos e em seguida adicionou-se 200 ul de etanol (96-100%). Todo
o contetdo foi transferido para a Coluna (Qlamp MinElute Column) e submetido a
centrifugacdo por 1 minuto a 6000 g. Transferiu-se a coluna para um tubo de microcentrifuga
de 2 ml.

Adicionou-se 500 ul do tampdo AWL e foi realizada centrifuga¢do por 1 minuto a
6000 g, em seguida a coluna foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga de 2 ml. A
préxima etapa consistiu na adigdo de 500 pl do tampao AW2 seguida de centrifugagdo por 1
minuto a 6000 g. Foi realizada uma centrifugagéo adicional por 3 minutos a 20.000 g para a
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secagem completa da membrana. A coluna foi transferida para um tubo de microcentrifuga de
1,5 ml. Foram adicionados 50 pul do tampédo AE no centro da membrana e incubou-se por 1

minuto e realizou centrifugacdo na velocidade méxima (20.000 g) por 1 minuto.

4.4. Amplificacdo do gene enddgeno GSTP1

A fim de confirmar presenga do DNA extraido, 100 ng de DNA foi utilizado para
amplificacdo por PCR (Reacéo de polimerase em cadeia) para o gene endogeno GSTP1. A
reacdo foi realizada utilizando-se 2,5 U de polimerase (Taq DNA Polymerase, Fermentas),
adicionado de 3,25 pl de tampdo 10x, 0,06 mM de solucdo de MgCl, DMSO
(Dimetilsulfoxido) a 0,75% de concentragdo final, 0,14 mM de dNTPs, 12,5 pmol dos
iniciadores especificos GSTP1(5> ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA 3’) e GSTP2 (5
TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT 3) e agua livre de nuclease para o volume final de
15,0 pl. A reacdo foi submetida a seguinte ciclagem: um ciclo de 5 minutos a 94°C; 40 ciclos
de 1 minutos a 94°C, 3 minutos a 62°C, 1,5 minutos a 72°C e 1 ciclo de 7 minutos a 72°C. Os

amplicons foram visualizados em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio.

4.5. Deteccéo do HPV e Genotipagem

A presenca do DNA de HPV nas amostras foi testada por meio de uma PCR usando os
oligonucleotideos iniciadores PGMY09/11 (BAUER et al., 1992; GRAVITT et al., 2000) que
amplificam uma regido de 450 pares de bases do gene L1 e detecta todos os tipos de HPV.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando 2,5 U de polimerase com atividade
corretiva (High Fidelity Enzyme Mix, Fermentas) adicionado de 2,5 pl de tampéo, 4,0 mM de
solucéo de MgCly; 0,2 mM de dNTPs; 0,32 mM de cada iniciador especifico, 80 ng de DNA e
agua livre de nuclease para o volume final de 25,0 pl.

A ciclagem usada foi de desnaturagdo inicial de 13 minutos a 95°C, 40 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, pareamento dos iniciadores especificos a 55°C por 1
minuto, extensdo do fragmento de DNA a 72°C por 1 minuto, e uma extensao final de 5
minutos a 72°C, e 4°C ao final.

A deteccdo do produto amplificado foi feita por meio de uma mistura de 5 pl de
produto amplificado e 2 ul de tampédo de amostra aplicada em gel de agarose 1% (Gibco
BRL) em tampdo Tris-Borato-EDTA 1x (90 mM de Tris-Borato e 2 mM de EDTA - pH 8,0)
com adigdo de Brometo de etideo em uma concentragdo final de 0,5 pg/ml, por
aproximadamente 45 minutos em 100 Volts. Um marcador de peso molecular de 100 pb era
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aplicado no gel junto as demais amostras e controle negativo, para a verificacdo do tamanho
do fragmento amplificado.

As amostras positivas para o HPV foram genotipadas por RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism - Polimorfismo do tamanho de fragmentos de Restricdo). Para a
genotipagem a regido L1 do HPV foi amplificada utilizando-se do mesmo protocolo para a
deteccao de HPV, mas com volume final de 100,0 pl. O produto de PCR foi digerido com sete
enzimas de restricdo da empresa New England BioLabs (BamHI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl,
Rsal e Sau3Al).

Foi utilizado 10 U das enzimas BamHI e Pstl; 5 U das enzimas Ddel, Hael, Hinfl e
Rsal e 2 U da enzima Sau3Al. A cada enzima foi adicionado 1,0 ul de seu tampéo especifico
10x (Tabela 1) e 8,5 do produto de PCR. A reacdo foi submetida a seguinte ciclagem: 37°C

por 2 horas, 65°C por 10 minutos e 4°C ao final.

Tabela 1: Relacdo das enzimas de digestdo e a composicdo quimica de cada tampéo
especifico

Enzima de restricéo Tampéo Composicéo (1x)
Sau3Al Tampéo 1 10 mM Bis Tris Propano-HCI; 10 mM
MgCI2; 1 mM DTT
BamHI, Ddel e Pstl Tampaéo 3 100 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI; 10 mM
MgCI2; 1 mM DTT
Haelll, Hinfl e Rsal Tampéo 4 50 mM acetato de potassio; 20 mM Tris-

acetato, 10 mM acetato de magnésio; 1 mM
dithiotheestol

O produto da digestdo foi submetido a eletroforese em gel de policrilamida 8% a 100
Volts por 50 minutos. Apos a corrida eletroforética o gel foi corado com prata.

O perfil de digestdo foi analisado por comparacdo com perfil de restricdo realizado
previamente (BERNARD et al., 1994).

4.6. Amplificacéo da E6 e deteccao dos produtos Amplificados
Foram desenhados oligonucleotideos iniciadores especificos para a amplificacdo do
gene E6 de HPV-6 e -11. A sequéncia dos iniciadores especificos utilizados esta representada

na Tabela 2.
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Tabela 2: Sequéncia dos iniciadores especificos utilizados nas reacdes de amplificacdo do
gene E6 do HPV

Primer Sequéncia (5°23°)

HPV6-E6F GGGGGATCCGAATTCATGGAAAGTGCAAATGC

HPV6-E6R GTGAAGCTTGGATCCTAGGGTAACATGTCTTCC

HPV11-E6F AAAATTAGCAGACGAGGCATT

HPV11-E6R CCACCTTGTCCACCTCATCT

As reacOes de PCR foram realizadas utilizando 6,0 U de polimerase com atividade
corretiva (High Fidelity Enzyme Mix, Fermentas) adicionadas de 5,0 pl de tampéo, 1,5 mM de
solucdo de MgCly; 0,24 mM de dNTPs (2 mM); 0,4 mM de cada iniciador especifico (20
mM), 500 ng de DNA, e &gua livre de nucleases para o volume final de 50,0 pl.

A ciclagem usada foi: desnaturacdo inicial de 5 minutos a 95°C, 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, pareamento dos iniciadores especificos a 55°C para
amostras HPV-6 por 1 minuto e 50 °C para amostras HPV-11, extensdo do fragmento de
DNA a 72°C por 1 minuto, e uma extenséo final de 8 minutos a 72°C, e 4°C ao final.

Todas as reacdes foram feitas em fluxo laminar utilizado apenas para preparacéo de
reacbes de PCR. Todas as reacBes de PCR incluiram controles negativos consistindo da
mistura de reacdo, porém sem DNA. Uma aliquota adicional para cada reacdo de PCR foi
feita, no qual o DNA ndo era adicionado, servindo como controle para possiveis

contaminagoes.

4.7. Purificacdo dos Fragmentos Amplificados

Os fragmentos de DNA obtidos da amplificacdo da E6 foram purificados e clonados
por meio de reagentes e protocolos fornecidos pelo TOPO XL PCR cloning Kit (Invitrogen).
A purificacdo dos produtos de PCR visou aumentar a eficiéncia da clonagem, utilizando-se
reagentes que purificaram e minimizaram o dano no DNA. Os 45 pl de rea¢do obtido na PCR
foram misturados a 8 ul de 6X Crystal Violet Loading Buffer (30% Glicerol, 20 mM EDTA,
100 ug/ml Cristal Violeta) e aplicados em gel de agarose 0,8% em TAE 1X (50 mM Tris-
acetato, pH 8.0, 1 mM EDTA), adicionado de 30 ul de Cristal Violeta 2 mg/ml. A eletroforese

foi realizada a 80 Volts pelo periodo que o Cristal Violeta migrou um quarto do gel, onde o
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produto de PCR pode ser visto por toda a corrida eletroforética como uma banda azul
migrando pelo gel.

O fragmento de DNA foi cortado do gel em um painel de luz branca por meio de
lamina de gilete e o volume do pedaco de agarose foi estimado (considerando 1 mg/ul) e
adicionado de 2,5 vezes deste volume de solucdo de lodeto de Sodio (6,6 M de iodeto de
sodio, 16 mM de Sulfito de Sodio), misturado vigorosamente e incubado a 50°C até a
dissolugdo completa da agarose. Esta solucdo foi acrescida de 1,5 vezes o volume de tampao
de ligacdo (7M Guanidina HCI) e foi passada em coluna de purificacdo, lavada com 1X Final
de tampdo de lavagem (400 mM NaCl, Etanol 100%) e eluida em 40 ul de Tampdo TE (10
mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH8). A confirmacdo da presenca do DNA purificado foi
realizada por meio de eletroforese em gel de agarose com brometo de etideo, como descrita

previamente.

4.8. Clonagem

A ligacdo do fragmento de interesse ao plasmideo bacteriano foi realizada pela adicao
do produto de PCR purificado a 10 ng de pCR-XL-TOPO-vector na proporgéo de 3:1 (inserto:
vetor) seguida da incubacdo a temperatura ambiente por 5 minutos. 2 ul da reacdo de ligagdo
foram incubados por 30 minutos em uma aliquota de E. coli. competentes e posteriormente
foram submetidas a choque térmico por 30 segundos a 42°C e a 2 minutos no gelo, seguida da
adigéo de 250 ul de meio SOC (2% Triptona, 0,5% extrato de Levedo, 10 mM NacCl, 2,5 mM
KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSO,4, 20 mM glucose) a aliquota e de incubacdo a 37°C por 1
hora. O produto da transformacéo foi plaqueado em meio LB (Luria-Bertani broth) solido
(1% Triptona, 1% NaCl, 0,5% extrato de Levedo, 1,5% Agar) com 50 pug/ml de Kanamicina,
a 37°C por 16 horas.

As colbnias resultantes da transformacdo foram repicadas para 250 ul de meio LB
liquido (1% Triptona, 1% NaCl, 0.5% extrato de Levedo) com 50 pug/ml de Kanamicina em
placa de 96 wells e mantidas a 37°C por 16 horas. Oitenta microlitros dos 150 pl de meio LB
liquido contendo a colénia, de sete coldnias correspondentes a cada amostra foram inoculadas
em 3 ml de meio LB liquido com 50 pg/ml de Kanamicina em tubos de 15 ml a 37°C por 20
horas com agitacdo de 46 rpm.

Os plasmideos contendo os fragmentos de interesse foram extraidos das culturas de
bactérias por meio do Gene JetTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas), de acordo com as
instrucdes do fabricante, eluidos em 50 ul de TE Buffer e estocados a -20°C. As placas de 96

wells contendo as coldnias obtidas de cada paciente foram estocadas em freezer -80°C.



39

4.9. Sequenciamento

O sequenciamento  foi realizado segundo a técnica de Sanger de
didesoxirribonucleotideos, utilizando o Kit Big Dye terminator v.3.1 e o sequenciador
automatico modelo 3130XL Applied Biosystens. Na reacdo de sequenciamento foram utilizados
os iniciadores especificos desenhados para regido genémica E6 (Tabela 1).

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando-se 5 ul dos produtos dos minipreps,
2,0 ul de tampdo de sequenciamento 5x, 2,0 ul de Big Dye, 2 mM de cada iniciador especifico
(20 mM) a um volume final de 10 pl. Foram sequenciados cinco clones para cada amostra.

O DNA plasmidial foi submetido ao processo de Hot Sart, no qual as amostras foram
submetidas a temperatura de 95° C por 10 minutos para uma inicial desnaturacdo do DNA e
aumento da eficiéncia no anelamento dos iniciadores. Apés o Hot Sart, o mix foi adicionado as
amostras e as reacfes foram levadas ao termociclador e submetidas a desnaturacdo inicial a
96°C por 1 minuto, a 35 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 15 segundos, pareamento dos
iniciadores especificos a 55°C (amostras HPV-6) ou 50°C (amostras HPV-11) por 15 segundos,
60°C por 4 minutos e 10°C ao final.

As reacdes de sequenciamento acrescidas de 2 ul de acetato de sodio 3,0 M e 2 ul de
EDTA 125 mM foram submetidas a precipitagdo em duas etapas de centrifugacao a 4°C e 4.000
rpm, sendo a primeira por 30 minutos e utilizando-se 50 pl etanol 100% em cada amostra, e a
segunda por 15 minutos com 70 ul etanol 70%. Foram realizadas centrifuga¢des a 1.000 rpm
por 1 minuto com a placa ou tubos invertidos apds cada etapa de centrifugacdo com etanol.

Apos a precipitacdo, as amostras foram adicionadas de 10 pl de formamida, centrifugadas
a 1.000 rpm por 1 minuto, submetidas a desnaturacdo a 95°C por 5 minutos e incubadas em
gelo por 2 minutos. Em seguida, as amostras foram submetidas ao sequenciamento no

sequenciador automatico modelo 3130XL Applied Biossystems.

4.10. Analises das Sequéncias
Para verificar a qualidade das sequéncias obtidas foi utilizada a ferramenta de
bioinforméatica  Eletropherogram  Quality ~ Analysis  disponivel ~ online  em
http://www.biomol.unb.br/phph. Os cromatogramas resultantes do sequenciamento das

amostras foram analisados quanto a similaridade com o HPV e com a regido E6 por meio da
ferramenta de bioinformatica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI
(National Center of Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

O alinhamento das sequéncias referéncia e das amostras foi realizado pelo software
CLUSTAL W que esta hospedado no pacote do Bioedit 7.0.9.0 (THOMPSON et al., 1997;
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HALL, 1999). Em seguida as sequéncias foram editadas no programa Bioedit (HALL, 1999) a
fim de remover os fragmentos do vetor resultando na sequéncia completa da regido E6 do
virus.

Para determinar a presenca de variantes gendmicas as sequéncias foram analisadas
quanto as divergéncias nucleotidicas em comparacdo com as sequéncias referéncias HPV-6b
(NUmero de acesso X00203), HPV-6a (Numero de acesso L41216), HPV-6vc (NUmero de
acesso AF092932), HPV-11 (Numero de acesso M14119) disponiveis no GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.11. Andlise in silico da estrutura secundaria
O servidor Predict Protein (http://www.predictprotein.org) (ROST et al., 2004) foi
utilizado para comparar a estrutura secundaria da proteina referéncia E6 HPV-6vc com a

estrutura secundaria da proteina E6 HPV-6vc mutada.

4.12. Analise Filogenética

A andlise filogenética foi realizada utilizando a ferramenta PhyML disponivel online
na Plataforma de Bioinforméatica do Sul da Franga (South of France Bioinformatics
Plataform-  http://www.atgc-montpellier.fr/phyml) (GUINDON e GASCUEL, 2003;
GUINDON et al., 2010). O modelo de substituicdo utilizado na reconstrucéo filogenética foi
estimado com o auxilio do programa Modeltest 3.7 (POSADA e CRANDALL, 1998)
hospedado no in PAUP 4.0 betal0 (SWOFFORD, 2002). A arvore filogenética foi
reconstruida pelo Método Maximum- Likelihood (ML) utilizando o modelo TrN para as
sequéncias de HPV-6 e o modelo HKY85 para as sequéncias de HPV-11. Bootstrap foi
calculado com 1.000 réplicas e valores acima de 70% foram considerados significativos.

Para as analises filogenéticas, nos incluimos todas as 25 sequéncias da regido E6
obtidas neste estudo, adicionalmente a outras sequéncias da E6 completa reportadas
previamente: 77 sequéncias da Eslovénia (HPV-6) (KOCJAN et al., 2009), 12 sequéncias da
Africa do Sul (HPV-6) (COMBRINCK et al., 2011) e 63 sequéncias da Eslovénia (HPV-11)
(MAVER et al.,, 2011). Essas amostras foram isoladas de diferentes sitios anatdmicos

(papiloma de laringe, verrugas genitais, cancer cervical, esfregaco anal).
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5. Resultados

5.1. Caracterizacao das amostras

Foi analisada a regido gendmica E6 de amostras de HPV-6 e -11 provenientes de Ribeiréo
Preto. A populagdo de estudo foi composta de 25 pacientes, sendo 11 pacientes (45%)
diagnosticados com papilomatose respiratoria juvenil e 13 (55%) pacientes com papilomatose
respiratoria adulta. Dos pacientes analisados, 66% eram do sexo masculino e 34% eram do
sexo feminino. Informagdes dos pacientes, incluindo o estado clinico e o nimero de
procedimentos cirurgicos realizado estd apresentado na Tabela 3. A doenca foi classificada
como severa quando foram realizados mais de 3 procedimentos cirlrgicos por ano e 0s
valores da escala de Derkay foram maiores do que 20 (COMBRINCK et al., 2011).



Tabela 3: Caracterizagcdo das amostras.
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Total de
Tipo Idade a0 Idade no ultimo  procedimentos Média de Escala Severidade
de Amostra Sexo . . . acompanhamento desde o procedimentos/ano Derkay
diagndstico . X da doenca
HPV (ano) diagnostico
BR_LP1 F 51 51 1 1 08 Moderada
BR_LP2 F 4 4 3 3 13 Moderada
BR_LP3 F 3 5 9 45 17 Moderada
BR_LP4 **k*k *kk **k*k *kk *k*k *kk **k*x
BR_LP5 M 1 6 10 2 16 Moderada
BR_LP6 F 5 8 6 2 26 Moderada
BR_LP7 F 5 6 5 5 15 Moderada
BR_LP8 M 23 25 2 1 07 Moderada
BR_LP9 M 30 36 4 0.7 07 Moderada
HPV-
6 BR_LP10 M 32 33 2 2 07 Moderada
BR_LP11 M Recém- 1 4 4 16 Moderada
nascido
BR_LP12 M 28 28 2 2 13 Moderada
BR_LP13 M 32 32 1 1 10 Moderada
BR_LP14 F 8 8 1 1 13 Moderada
BR_LP15 M 41 42 3 3 11 Moderada
BR_LP16 M 47 47 1 1 13 Moderada
BR_LP17 M 31 31 3 3 10 Moderada
BR_LP18 M 45 46 3 3 05 Moderada
BR_LP19 M 7 13 22 3.7 22 Severa
BR_LP20 F 2 3 21 Severa
BR_LP21 F 2 5 3 15 Moderada
HPV- BR_LP22 M 2 5 0.3 06 Moderada
11
BR_LP23 M 3 3 2 2 20 Moderada
BR_LP24 M 29 31 5 25 31 Moderada
BR_LP25 M 33 33 4 1 04 Moderada

*** dados indisponiveis
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5.2. Deteccao de HPV e Genotipagem
O DNA do HPV foi detectado em 100% (25/25) das amostras analisadas, sendo 72%
(18/25) das amostras genotipadas como HPV-6 e 28% (7/25) como HPV-11(Figura 6).
A regido E6 do HPV foi amplificada nas 25 amostras, onde um fragmento de 562 pb

foi gerado para as amostras HPV-6 e outro com 635 pb foi gerado para as amostras HPV-11.

A
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Figura 6: Genotipagem do HPV por RFLP. Gel de policrilamida corado com prata. A) Perfil de bandas de uma
amostra HPV-6. B) Perfil de bandas de uma amostra HPV-11. C.P: Controle positivo; amostra de DNA néo
digerido pelas enzimas de restricdo que apresenta 452 pb. Para a genotipagem, foram consideradas somente as
banda com marcacdo mais forte. O nimero de pares de bases de cada banda analisada esta localizada em baixo
de cada banda.

5.3. Amplificacdo de E6

Para todas as 18 amostras genotipadas como HPV-6 foi amplificado um fragmento de
562 pb Figura 7A) e para as 7 amostas HPV-11 foi amplificado um fragmento de 635pb

(Figura 7B) correspondente a regido gendmica EB6.
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Figura 7: Produto amplificado correspondente a regido genémica E6, visualizado em gel de agarose e brometo de
etideo submetidos a luz ultravioleta. A) Amostra genotipada como HPV-6. B) Amostra genotipada como HPV-11.
1Kb — marcador molecular.

5.4. Variantes Genomicas da regido E6

A classificacdo das variantes gendmicas de HPV-6 foi baseada na comparagdo com a
sequéncia prototipo HPV-6b (NUmero de acesso no GenBank X00203) e com as sequéncias
ndo-protdtipo HPV-6a (Numero de acesso no GenBank: L41216) e HPV-6vc (Numero de
acesso no GenBank: AF092932). As variantes gendmicas de HPV-11 foram caracterizadas
por comparacdo das sequéncias obtidas com a sequéncia protétipo do HPV-11 (NUmero de
acesso no GenBank: M14119).

Dentre as 18 amostras (isolados) de HPV-6 analisadas, cinco isolados (27,8%)
mostraram alta identidade com a sequéncia ndo-protétipo HPV-6a, 12 (66,7%) isolados
apresentaram alta identidade com a sequéncia protétipo HPV-6vc, e um isolado apresentou
alta identidade com a sequéncia protétipo HPV-6b. No total foram identificadas quatro
variantes gendmicas do gene E6 (Figura 8A). A comparacdo das sequéncias do gene E6
completo com a sequéncia referéncia HPV-6b revelou duas mutacdes pontuais sindnimas:
A120T e G372A.

Cinco isolados de HPV-6 foram idénticos a sequéncia referéncia HPV-6a com excec¢éo
da mutacdo G372A detectada em todas as cinco sequéncias. A substituicdo nucleotidica
A296G foi detectada em 16,6% (2/12) dos isolados relacionados com a sequéncia referéncia
HPV-6vc (BR_LP14 e BR_LP16). Esta substituicdo resultou na troca de um aspartato por

uma glicina, que corresponde a uma alteracdo em 0,66% da proteina E6. A variacdo
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nucleotidica maxima observada entre as variantes e as sequéncias referéncia foi de dois
nucleotideos (0,44% do gene).

Duas variantes distintas de HPV-11 foram identificadas: a prot6tipo e a BR_LP19
(Figura 8B). A variante detectada é caracterizada por duas substituicdes nucleotidicas
sindnimas (T36C; C279T).

Os 18 pacientes positivos para HPV-6 e os 5 pacientes HPV-11 apresentaram a doenga
na sua forma moderada. A doenga em sua forma severa foi observada somente em dois
pacientes infectados por HPV-11 (BR_LP19 e BR_LP20). Esses pacientes apresentaram
infeccdo por variantes diferentes.

Posicdes

nucleotidicas

11212)2)3 © Severidade da
T n
HPV-6 2|99 l9|7]| 28 doenca
E o
S €
0|5|6|7|2]|Z < | Moderada | Severa
Ref. 6b A|G|A|C|G
6b
BR_LP12 T A 1 1
Ref. 6a T
6a
BR_LP8; BR_LP9; BR_LP10; BR_LP13; BR_LP915 A 5 5
Ref. 6vc T A 10 10
6ve
BR_LP14; BR LP16 G 2 2
Codon 9
9
Protétipo aa D
Mutada aa G




47

PosicOes
nucleotidicas
0 2
8 g | Severidade dadoenca
HPV-11 3 7 g =
E o
6 9 2 % Moderada Severa
Ref. HPV11 T C 4 3 1
C T 3 2 1
BR_LP19; BR_LP21; BR_LP24

Figura 8: Variabilidade Genética do Gene E6 de isolados de HPV-6 (A) e HPV-11 (B). No topo, as posicdes
gendmicas nucleotidicas contendo mutagGes séo indicadas verticalmente. Em cinza, nucleotideos conservados em
relagdo a sequéncia protétipo. Abaixo, sdo indicadas as posigdes dos codons e troca de aminoacidos (aa) em
comparacdo com a sequéncia referéncia HPV-6vc. A coluna “ntimero de amostras” indica o numero de isolados
idénticos as variantes especificadas em cada linha. A dltima coluna relaciona o nimero de isolados com a
severidade da doenga. Os nucleotideos nas posicoes 295, 296 e 297 do HPV-6 representam o codon completo que
codifica 0 aminoacido na posic¢éo 99. D: aspartato; G: glicina.

5.5. Andlise da estrutura secundaria

A substituicdo nucleotidica A296G foi detectada nos isolados relacionados com a
sequéncia referéncia HPV-6vc e resultou na troca de um aspartato por uma glicina (D99G).
Os aminoécidos aspartato e glicina apresentam propriedades fisico-quimicas diferentes, pois o
aspartato € um aminoacido polar enquanto que a glicina é apolar. As analises in silico
mostraram uma alteracdo na composic¢do da estrutura secundaria da proteina E6 HPV-6vc
mutada em comparacdo com a sequéncia referéncia. Analisando a sequéncia referencia HPV-
6vc a porcentagem de estruturas folha-f e coil foram de 13,3% e 30,0%, respectivamente, e
para a sequéncia mutada as porcentagens foram de 14,67 e 34,67%. N&o foi observada

divergéncia na porcentagem de estruturas a-hélice entre as variantes.

5.6. Andlise Filogenética
5.6.1. HPV-6

A andlise filogenética incluiu todas as 18 sequéncias de HPV-6 E6 obtidas neste
estudo além de sequéncias de E6 descritas por Kocjan et al. (KOCJAN et al., 2009) (n=77) e
Combrink et al. (COMBRINCK et al., 2011) (n=12).

A éarvore filogenética segregou em dois ramos principais (Figura 9). A sequéncia
protétipo HPV-6b e os 13 isolados relacionados a esta sequéncia referencia agruparam-se em
um ramo monofilético. O segundo ramo principal foi subdivido em dois ramos: um que
agrupou as sequéncias HPV-6a relacionadas e outro com as sequéncias HPV-6vc

relacionadas. As 18 sequéncias de HPV-6 descrita neste estudo ndo se agruparam em um
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ramo monofilético. Observou-se que as sequéncias ndo se agruparam de acordo com sua

origem geogréafica e nem de acordo com o sitio anatdmico da infec¢éo.

5.6.2. HPV-11
A arvore filogenetica foi reconstruida incluindo as sete sequéncias de HPV-11 E6
obtidas neste trabalho. Adicionalmente nos incluimos sequéncias de 63 amostras obtidas na
Eslovénia (MAVER et al., 2011). Como observado na arvore filogenética gerada com as
sequéncias de HPV-6, as sequéncias de HPV-11 do Brasil ndo se agruparam em um ramo

monofilético (Figura 10).
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Figura 9: Arvore Filogenética nfo-enraizada das variantes de HPV-6 originadas da Eslovénia (vermelha), Brasil (verde), Africa
(azul) e sequéncia referéncia (preto). A arvore foi construida utilizando-se 0 método Maximum-Likelihood com o modelo de
substituigdo TrN. Valores de bootstrap obtidos com 1000 réplicas. Valores acima de 70% foram considerados significantes. O
prefixo de cada isolado representa o sitio anatdmico da infec¢do. (CAC: condiloma acuminata; LP: papilomatose de laringe.
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Figura 10: Arvore Filogenética ndo-enraizada das variantes de HPV-6 originadas da Eslovénia (vermelha), Brasil (verde), e Sequéncia
referencia (preto). A arvore foi construida utilizando-se 0 método Maximum-Likelihood com o0 modelo de substituicdo HKY85. Valores de
bootstrap obtidos com 1000 réplicas. Valores acima de 70% foram considerados significantes. O prefixo de cada isolado representa o sitio
anatdémico da infeccdo. (CAC: condiloma acuminata; LP: papilomatose de laringe; CS: Esfregaco cervical; A: Esfregaco anal).
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6. Discusséo

O HPV esta bem estabelecido como o agente etioldgico da Papilomatose Respiratoria.
O DNA do HPV foi detectado em 100% das amostras analisadas neste trabalho. Em diversos
estudos o HPV-6 tem sido detectado em maior propor¢do do que o HPV-11 (WIATRAK et
al., 2004; MANJARREZ et al., 2006). O trabalho realizado por Buchinsky et al. (2008)
identificou 0 HPV-6 em 60% das amostras e em 40% foi encontrado HPV-11. Nossos
resultados estdo de acordo com a literatura, ja& que o HPV-6 foi detectado em 72% das
amostras e 0 HPV-11 em 28%.

Tem sido descrito que os pacientes com papilomatose respiratoria adulta tiveram mais
parceiros sexuais durante a vida, apresentando mais contatos orogenitais do que a populacéo
controle sem papilomatose de laringe (KASHIMA et al., 1992). Assim, acredita-se que a
papilomatose adulta seja transmitida pelo contato orogenital, pois a PRR e os condilomas
genitais sdo causados pelos HPVs dos tipos 6 e 11 sendo o HPV-6 o mais prevalente em
ambas as doencas (CAPPER et al., 1983; GREER et al., 1990). Os resultados do presente
estudo corroboram com a literatura citada acima, pois 58,8% das amostras HPV-6 analisadas
pertenciam a pacientes com papilomatose adulta, ja para as amostras HPV-11 esse numero foi
de 42%.

A proteina E6 do HPV tem sido descrita como uma proteina intrinsecamente
desordenada, o que implica que pequenas alteracbes podem impactar fortemente sua estrutura
terciaria e sua funcdo (UVERSKY et al., 2006; DONNE et al., 2010). De fato, a influéncia da
variabilidade nucleotidica de E6 sobre o potencial oncogénico foi descrita a mais de uma
década atras (STOPPLER et al., 1996). Diferencas na capacidade de transformacgdo de E6
foram observadas mesmo entre os tipos de HPV de alto risco (VILLA e SCHLEGEL, 1991),
e em um nivel mais refinado, entre variantes moleculares de HPV-16 (RICHARD et al., 2010;
SICHERO et al., 2012). Entretanto, observou-se que a atividade de imortalizagcdo de E6 em
cooperacdo com a E7, em HPV-16, ndo pdde ser substituida pela atividade da E6 do HPV-6
(HALBERT et al., 1991).

Neste estudo n6s descrevemos a diversidade do gene precoce E6 de HPV-6 e HPV-11
isolados de bidpsia de 25 pacientes diagnosticados com papilomatose respiratéria recorrente.
Este estudo é a investigagdo mais extensiva sobre a diversidade nucleotidica de HPVs de
baixo risco no Brasil. As sequéncias obtidas neste trabalho foram comparadas com a
sequéncia protdtipo HPV-6b e com as sequéncias nao-protétipos HPV-6a e HPV-6vc. Foram
identificadas quatro variantes moleculares de E6 de HPV-6, das quais apenas uma variante

apresentou troca de aminoacido. Esta alteracdo foi descrita pela primeira vez neste estudo e
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uma andlise mais detalhada é necessaria para determinar as implicacdes funcionais desta
variacdo. Usando ferramentas de bioinformatica, sera importante analisar a estrutura terciaria
da variante que apresentou a mutacdo D99G, para avaliar possiveis alteragdes na estrutura da
proteina ou em sua funcéo resultantes da troca de amino&cido.

A proteina viral E2 é a principal reguladora da transcricdo dos genes virais e afeta a
expressao viral ligando-se a elementos especificos na LCR. Além disso, E2 esta envolvida na
replicacdo do DNA viral e interage e recruta E1 para a origem de replicacdo. Assim, é
razoavel supor que mutacdes nessas regides podem afetar o resultado clinico da infeccéo.
Entre as variantes moleculares de HPV-16, a influéncia da variabilidade de E2 no potencial de
transativacdo transcricional tem sido descrito Observou-se também que variantes especificas
de HPV-16 exibem eficiéncias de replicacdo menores do que outras (SICHERO e VILLA,
2006).

Embora apenas o gene E6 de HPV-6 e HPV-11 foi sequenciado neste estudo, podemos
presumir que as sequéncias nucleotidicas de E2 e E1 destes isolados podem apresentar uma
forte co-variacao intergénica observada em HPV e a sequéncia completa do genoma viral de
diversas variantes destes tipos virais estdo disponiveis para analise (BURK et al., 2011). No
entanto, ndo foram realizadas andlises funcionais para essas proteinas, impossibilitando
quaisquer conclusbes sobre o impacto da variabilidade observada na transcricdo viral e
replicacéo.

Entre os individuos analisados, somente dois foram diagnosticados com a forma
severa da doenca: BR_LP19 e BR_LP20. Ambos os pacientes foram positivos para 0 HPV-
11, resultado que concorda com a opinido de diversos otorrinolaringologistas que acreditam
que HPV-11 estd associado com casos da doenca em sua forma mais agressiva em
comparacdo com casos HPV-6 positivos (WIATRAK et al., 2004). Contudo, 0 pequeno
nimero de amostras analisadas neste estudo impede que se estabeleca qualquer relagdo da
severidade da doenca com sequéncias especificas do gene E6.

Neste trabalho, foram detectadas quatro substituicdes nucleotidicas diferentes que nédo
resultaram em troca de aminodcido. Apesar das mutacBes sinbnimas ndo refletirem em
alteracbes na composicdo de aminoacidos da proteina, representam um aspecto importante na
evolucdo dos papilomavirus (PV) devido ao forte viés de uso de cdédons (ZHOU et al., 1999;
ZHAO et al., 2003; ZHAO e CHEN, 2011).

A preferéncia no uso de codons € direcionada pela co-evolucdo com os hospedeiros
para adaptacdo a resposta imune e tropismo dos tecidos (ZHAO e CHEN, 2011).

Curiosamente, a preferéncia no uso de cddons observada em PV é significativamente
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diferente da observada para proteinas de mamiferos, o que permite que o virus utilize tRNAs
que sdo usados com menor frequéncia (WADA et al., 1990; ZHOU et al., 1999). Essa
estratégia também evita que a sintese de proteinas do hospedeiro seja prejudicada, o que é
importante para a producdo das proteinas virais (ARAGONES et al., 2010).

Duas mutacGes sindnimas encontradas neste estudo, uma encontrada em HPV-6 e
outra em HPV-11, resultaram na troca de um codon preferido por genes humanos para um
utilizado com maior frequéncia pelos papilomavirus (HPV-6 — A120T e HPV-11 — C279T).
De maneira reciproca, uma substituicdo sindbnima encontrada em HPV-11 alterou o cddon
encontrado com maior frequéncia em PV para um utilizado mais frequentemente durante a
sintese de proteinas humanas (HPV-11 — T36C). Estudos onde os codons raros foram
convertidos para agueles usados com maiores frequéncias por mamiferos mostraram um
aumento de 100 vezes nos niveis de expressao da proteina, enquanto que os niveis de mMRNA
mantiveram-se constantes (CID-ARREGUI et al., 2003; DISBROW et al., 2003;
MOSSADEGH et al., 2004). Estudos adicionais mostraram que 0s niveis de expressdo estao
relacionados com a abundancia de tRNA (GU et al., 2004). Para determinar se as mutacdes
sinbnimas aqui descritas tem algum impacto na expressao da proteina E6, estudos adicionais
sd80 necessarios. Observou-se que diferengas na sequéncia de aminoacidos do gene E5 de
HPV-16 ndo pode ser associada com o aumento do risco de neoplasia cervical. Contudo, foi
observado que essas variantes de E5 apresentam uma utilizacdo significativamente maior de
codons preferidos por genes de mamiferos (BIBLE et al., 2000). O uso preferencial desses
codons pode conferir para essas variantes uma vantagem de crescimento, uma vez que sugere-
se que o uso de codons pode ser importante na regulacdo das proteinas precoces do HPV
(HSIEH et al., 2000).

A maioria dos isolados identificados neste estudo possuem sequéncias idénticas as
sequéncias descritas anteriormente, obtidas de espécimes de papilomatose de laringe e
condiloma acuminado originarios da Eslovénia e da Africa (KOCJAN et al., 2009;
COMBRINCK et al., 2011). A analise comparativa das sequéncias revelou que 12,35% e
10,1% dos isolados descritos por Kocjan et al. (2009) e Combrinck et al. (2011) eram
idénticos a variante BR_LP12 e a BR_LP8, respectivamente. Adicionalmente, entre as 63
sequéncias caracterizadas por Maver et al. (2011), 82,5% eram idénticas a variante BR_LP19
descrita neste trabalho. Maver et al. (2011) avaliou a diversidade de nucleotideos do HPV-11
em 63 isolados e identificou seis variantes moleculares de E6, das quais apenas uma variante
apresentou troca de aminodcido. Consistentemente, nos também observamos baixa
diversidade do gene E6 em HPV-11.
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Nas analises filogenéticas dos isolados de HPV-6 e HPV-11 ndo foi observado o
agrupamento geografico das sequéncias. O mesmo padrdo foi descrito por Kocjan et al.
(2009), sugerindo fortemente que as variantes de HPV-6 e HPV-11 sdo detectadas com
prevaléncias similares em todo o mundo. Além disso, a analise filogenética de um segmento
de 252 pb da LCR de 62 isolados obtidos em diversas partes do mundo (Brasil, Alemanha,
india, Italia, Senegal e Cingapura) revelou que a distribuicdo das variantes de HPV-6 e HPV-
11 mostra pouca correlagdo com a sua origem geografica e a etnia da populacdo estudada
(HEINZEL et al., 1995).

Diferentemente, a anélise nucleotidica de isolados de HPV-16 e HPV-18 obtidos em
diversas regides do mundo aponta para uma co-evolucdo desses tipos virais com 0s trés
principais grupos étnicos: Africanos, Caucasianos e Asiaticos. Em contraste as analises
filogenéticas de HPV-6 e HPV-11, as variantes moleculares da LCR de HPV-16 e HPV-18
segregam-se robustamente em cinco principais linhagens de variantes: Europeia (E), Asiatica
(A), Asiatica-Americana (AA), e duas linhagens Africanas (Afl e Af2) (HO et al., 1993;
ONG et al., 1993). A distribuicdo das variantes de HPV-16 ao redor do mundo varia
significativamente e esta correlacionada com o nivel intrinseco de miscigenacdo de cada
populacdo. De fato, andlises de 18 isolados de HPV-16 e HPV-18 detectados no Brasil
refletem a histéria da colonizacdo do Brasil por Europeus e Africanos (SICHERO et al.,
2007).

Infelizmente o pequeno nimero de amostras analisadas ndo permitiu uma avaliacao da
associacdo entre variantes moleculares especificas com o sitio anatémico da infeccdo.
Contudo, Heinzel et al. (1995) ndo encontraram nenhuma associagdo das variantes de HPV-6
e HPV-11 com sitios anatdmicos de infeccdo especificos. Em contraste, Du et al. (2012)
observaram uma distribuicdo desigual de variantes de HPV-16 entre cancer cervical e cancer
de tonsila.

Observou-se uma taxa de substituicbes nao-sindbnimas de 25% (1/4 de substituicao de
nucleotideos resultou em troca de aminoacido) para as amostras HPV-6, e nao foi observado
troca de aminoacido nas amostras de HPV-11. Entretanto, Vrtacnik Bokal et al. (2010) e
Shang et al. (2011) encontraram uma taxa de variacdo de aminoacido de 62,5% (10/16) e
57,69% (30/52) para E6 de HPV-16.

Pelo exposto, observa-se que as sequéncias dos HPVs de baixo risco apresentaram
baixa variabilidade genética, sendo identificadas apenas quatro variantes de E6 em sequéncias
de HPV-6 e duas variantes para HPV-11. Néao foi possivel estabelecer uma associacao
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geografica entre as amostras de HPV-6 ou HPV-11. Estudos funcionais serdo necessarios para

avaliar a influéncia da diversidade genética na replicacao e expressdo do virus.
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Conclusodes

As sequéncias de E6 do HPV-6 e HPV-11 apresentaram baixa diversidade genética.
No total foram identificadas quatro variantes gendmicas de HPV-6 e duas de HPV-11,
mas ndo foi possivel correlacionar a severidade da doenca com nenhuma variante
especifica.

Foi detectada uma variante nova para HPV-6 que resultou em troca de aminoacidos.

A troca de aminodcido resultou em alteragdes na estrutura secundaria da proteina E6
de HPV-6.

As filogenias de HPV-6 e HPV-11 demonstraram que as sequéncias com mesma
origem geogréfica ndo se agruparam em ramos monofiléticos.

As variantes de HPV-6 e de HPV-11 sdo encontradas com prevaléncias similares ao

redor do mundo.
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