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Resumo 

Mais de 100 tipos de HPV foram descritos, dos quais 13 são classificados como 

de alto risco devido à sua associação com o desenvolvimento do câncer cervical. O 

presente estudo investigou a variabilidade e filogenia dos HPV de alto risco -31, -33, -

35, -52 e -58, isolados a partir de amostras do Distrito Federal. Para tanto, a LCR e os 

genes E6 e L1 foram sequenciados. Diversos variantes foram detectados, incluindo 13 

novos variantes de todos os tipos analisados. A análise filogenética dos isolados de 

HPV-31, -33, -35 e -58 não revelaram agrupamentos étnicos ou geográficos como 

observados previamente para os HPV-16 e -18. A análise do HPV-35 mostrou uma 

topologia dicotômica característica de subtipos do HPV. Interessantemente, quatro 

agrupamentos foram identificados na análise de variantes de HPV-52, dos quais dois 

puderam ser classificados como ramos Asiático e Europeu. Além disso, nós 

comparamos a atividade do promotor de E6/E7 de variantes moleculares do HPV-58 

detectados no Distrito Federal, uma vez que este é o segundo tipo mais frequentemente 

detectado em lesões cervicais de alto grau nessa região. Para este propósito, as 

sequências da LCR do protótipo do HPV-58 e de três variantes foram amplificadas e 

clonadas à montante do gene repórter luciferase e transfectados transientemente em 

células C33. Para comparação, também foram analisadas as sequências da LCR dos 

HPV-18 e -16. O protótipo do HPV-58 e os variantes Bsb-329 e Bsb-327 mostraram 

atividade transcricional similar ao HPV-16, mas cerca de seis vezes menor que o HPV-

18. Interessantemente, o variante de HPV-58 Bsb-295 apresentou uma alta atividade 

transcricional, mesmo comparável ao HPV-18. Esse variante de HPV-58 é o único 

isolado em que foi detectada a substituição nucleotídica na posição 7788. Foram 

construídos mutantes por meio de mutagênese sítio-dirigida com o intuito de analisar o 

impacto dessa alteração nucleotídica na atividade do promotor viral. A introdução da 

mutação 7788 no isolado protótipo do HPV-58 levou a uma atividade transcricional 

similar ao observado para o variante Bsb-295 e o protótipo do HPV-18. Em conjunto, os 

dados indicam que essa única variação é capaz de aumentar a atividade do promotor 

viral e poderia levar a uma maior expressão dos oncogenes virais E6 e E7 in vivo. 

Entretanto, estudos adicionais são necessários para identificar os fatores transcricionais 

celulares envolvidos nessa regulação. O estudo dos variantes de HPV é crucial para 

entender a sua distribuição geográfica e as diferenças biológicas desses vírus, 

contribuindo ainda para estudos sobre sua infectividade e patogenicidade. 
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Abstract 

More than 100 HPV types have been described, of which 13 are classified as 

high-risk due to their association with the development of cervical cancer. The present 

study explores nucleotide variability and phylogeny of high-risk HPV-31, -33, -35, -52 

and -58, isolated from samples from Distrito Federal. For this purpose, the LCR and E6 

and L1 genes were sequenced. Several variants of these HPV types were detected, 

including 13 new variants among all types analyzed. The phylogenetic analysis of HPV-

31, -33, -35 and -58 isolates did not reveal any ethnic or geographical clustering, as 

observed previously for HPV-16 and -18. HPV-35 analysis showed a dichotomic 

branching characteristic of HPV subtypes. Interestingly, four clusters relative to the 

analysis of HPV-52 variants were identified, of which two could be classified as Asian 

and European branches. In addition, we compared E6/E7 promoter activity of HPV-58 

molecular variants detected in Distrito Federal, since this is the second most frequent 

type detected among high-grade cervical lesions in this geographical area. For this 

porpouse, complete LCR sequences from HPV-58 prototype and three more variants 

were amplified, cloned upstream of the luciferase reporter gene and transiently 

transfected in C33 cells. For comparison, plasmids containing HPV-18 or -16 prototype 

LCR sequences were also analyzed. HPV-58 prototype and HPV-58 variants Bsb-329 

and Bsb-327 showed promoter activity similar to HPV-16 but about six times lower 

than HPV-18. Interestingly, HPV-58 variant Bsb-295 presented a high promoter 

activity, even comparable to HPV-18. This HPV-58 variant is the only isolate in which 

we detected a substitution in nucleotide position 7788. Mutants were constructed by 

site-direct mutagenesis in order to analyze the impact of this nucleotide alteration on 

viral promoter activity. The introduction of the 7788 mutation in the HPV-58 prototype 

isolate led to a transcription activity similar to that observed for HPV-58 variant Bsb-

295 and HPV-18 prototype. Taken together, these data indicate that this single 

nucleotide variation is capable of enhancing viral promoter activity and could lead to a 

higher expression of E6 and E7 viral oncogenes in vivo. Nevertheless, additional studies 

are necessary to further identify cellular transcriptional factors involved in this 

regulation. The study of HPV variants is crucial to understand the intrinsic geographical 

relatedness and biological differences of these viruses and further contributes to studies 

concerning their infectivity and pathogenicity. 
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1. Introdução 

O câncer de colo do útero é a segunda causa de morte na população feminina no 

mundo (IARC, 2007) e, também, no Brasil (INCA, 2008). Esta doença está associada à 

infecção pelos papilomavírus humanos (Human papillomavirus - HPV), detectados em 

mais de 99% dos casos de câncer de colo do útero. A infecção por HPV é considerada 

um passo intermediário necessário para o desenvolvimento do câncer cervical (Franco 

et al., 2003; Walboomers et al., 1999). A infecção por HPV está entre as doenças de 

transmissão sexual de etiologia viral mais comum. Estima-se que 75% da população em 

idade reprodutiva esteja infectada com HPV genital e que a maioria das mulheres 

sexualmente ativas irá adquirir infecção por HPV ao longo da vida (Ho et al., 1998).  

Oitenta por cento dos casos de câncer de colo do útero ocorrem em países em 

desenvolvimento e, em algumas regiões, esta é a neoplasia mais comum entre as 

mulheres (IARC, 2007; INCA, 2008). No Brasil, estimou-se em cerca de 19.000 o 

número de novos casos de câncer de colo do útero no ano de 2008. Excluindo-se os 

tumores de pele não melanoma, o câncer de colo do útero foi o mais incidente na região 

Norte, com 22 casos para cada 100.000 mulheres (22/100.000), o segundo mais 

incidente nas regiões Sul (24/100.000), Centro-Oeste (19/100.000) e Nordeste 

(18/100.000), e o quarto mais incidente na região Sudeste (18/100.000) (INCA, 2008). 

Na região Centro-Oeste, a estimativa foi de 1.350 novos casos para 2008, sendo 220 no 

Distrito Federal (INCA, 2008). Esses números podem estar subestimados, visto que, 

tanto o câncer de colo do útero, quanto a infecção por HPV, não são doenças de 

notificação compulsória (Ministério da Saúde, 2003).  

Devido à grande morbidade e mortalidade causadas por esses vírus, grupos de 

pesquisa médica, epidemiológica e básica tem dado grande atenção aos HPV, a fim de 

entender melhor sua patogenicidade e infectividade, e, assim, estabelecer terapias mais 

adequadas às infecções e lesões causadas por esses vírus. 
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2. Revisão Bibliográfica 

2.1. Estrutura da partícula viral e organização do genoma  

Os papilomavírus (PV) são um grupo diverso de vírus encontrados em mais de 

20 espécies de mamíferos, bem como em aves e répteis. Devido à grande importância 

médica, os papilomavírus humanos (HPV) têm sido os mais estudados. Os HPV são 

vírus não envelopados de simetria icosaédrica e medem aproximadamente 55nm de 

diâmetro (Fauquet et al., 2005) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Micrografia eletrônica de partículas de papilomavírus. Fonte: Stannard (1995).  
 

O genoma dos HPV é constituído de um DNA dupla fita circular de 

aproximadamente 8.000 pares de base (pb) associado às histonas celulares H2a, H2b, 

H3 e H4, formando um complexo semelhante à cromatina. O genoma viral possui 8 

fases abertas de leitura (Open Reading Frames - ORF) e uma região não codificadora, 

LCR (Long Control Region), que contém elementos de regulação da replicação viral e 

expressão gênica (zur Hausen, 1996; Bernard, 2002).  

Estruturalmente, o genoma viral pode ser dividido em três partes: uma região 

precoce (E-early) com cerca de 4kb, a qual codifica as proteínas não estruturais E1, E2, 

E4, E5, E6 e E7; uma região tardia (L-late) com, aproximadamente 3kb, que codifica as 

duas proteínas do capsídeo L1 e L2; e a região reguladora, LCR, de cerca de 1kb, que 

engloba elementos regulatórios e sítios de ligação para fatores de transcrição celulares e 

viral (zur Hausen, 2002). A representação esquemática do genoma do HPV está 

mostrada na Figura 2.  
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Figura 2.  Representação esquemática do genoma do HPV. Observam-se na figura, em azul, a região 
precoce, responsável pela síntese das proteínas não estruturais E1, E2, E4, E5, E6 e E7, em vermelho, a 
região tardia, que codifica as proteínas estruturais L1 e L2, e, em lilás, a região reguladora ou LCR (long 
control region). As setas, ao final de cada gene, indicam a direção única em que ocorre a transcrição dos 
genes do HPV. Na parte interna da figura estão indicadas as posições nucleotídicas no genoma viral a 
cada 1000pb. Fonte: Modificado de Burk et al. (1999).  

 

2.2. Taxonomia dos HPV 

Os HPV pertencem à família Papillomaviridae e aos gêneros 

Alphapapillomavirus, HPV que preferencialmente infectam a mucosa oral ou anogenital 

em humanos e primatas; Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Nupapillomavirus 

e Mupapillomavirus, HPV que infectam preferencialmente a pele de humanos (Fauquet 

et al., 2005) (Figura 3). 

 



 20 

 

 
Figura 3.  Árvore filogenética dos papilomavírus baseada na análise da sequência do gene L1. Os 
números nas pontas dos ramos identificam os tipos de HPV, c seguido de um número indica um novo 
candidato a tipo de HPV. Todas as outras abreviações se referem a tipos de papilomavírus que infectam 
animais. Os semicírculos externos identificam os gêneros e os semicírculos internos, as espécies. Setas 
vermelhas indicam as espécies contendo HPV de alto risco oncogênico. Fonte: Modificado de de Villiers 
et al. (2004).  

 

A classificação dos HPV baseia-se na diversidade genômica da sequência 

completa do gene L1, que é muito conservado entre os diferentes tipos virais. A família 

Papillomaviridae engloba 16 gêneros que apresentam entre si uma diferença maior que 

40% na sequência nucleotídica do gene L1, enquanto as espécies apresentam diferença 

entre 30% e 40%. As espécies são denominadas pelo tipo de HPV mais estudado entre 

os tipos que as compõem. Além da classificação em família, gênero e espécie, os 

papilomavírus são classificados em tipos, subtipos e variantes. Um tipo de HPV difere 

de outro quando apresenta ao menos 10% de divergência na sequência do gene L1. A 

classificação em subtipo ocorre quando uma sequência do gene L1 diverge entre 2% a 

10% daquela do tipo mais próximo. Os variantes de tipos de HPV diferem em menos de 

2% na sequência de nucleotídeos de L1, e em até 5% na LCR (Ho et al., 1993; de 

Villiers et al., 2004; IARC, 2007).  

Até o momento, foram descritos mais de 100 tipos de HPV. Os tipos são 

nomeados pela sigla HPV seguida de um número que é dado sequencialmente, à medida 

que diferentes tipos são caracterizados (de Villiers et al., 2004). Os tipos de HPV são 
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classificados ainda em cutâneos e mucosotrópicos, dependendo do tropismo pelo tecido 

infectado. Os tipos cutâneos são aqueles que infectam a pele e os mucosotrópicos são os 

que infectam as mucosas urogenitais, anais e oro-respiratórias. Os HPV mucosotrópicos 

podem também ser divididos em baixo ou alto risco oncogênico, de acordo com o 

potencial de progressão do tecido infectado para neoplasias. Os HPV de alto risco 

oncogênico estão mais frequentemente associados ao risco de desenvolvimento de 

câncer cervical, sendo considerados os principais causadores de neoplasias cervicais em 

todo o mundo. Infecções pelos tipos oncogênicos de HPV representam 50% a 75% de 

todas as infecções por estes vírus (Muñoz et al., 2003, Clifford et al., 2005). Os 13 tipos 

de HPV considerados de alto risco pertencem ao gênero Alphapapillomavirus e às 

espécies Human Papillomavirus 16, Human Papillomavirus 18 e Human 

Papillomavirus 53, separadas em três ramos filogenéticos distintos (de Villiers et al., 

2004; Fauquet et al., 2005) (Figura 3).   

 

2.3. As proteínas virais e o ciclo de infecção viral 

O ciclo de infecção dos papilomavírus é dependente da diferenciação dos 

queratinócitos. A fim de que os HPV do gênero Alphapapillomavirus, que infectam 

mucosas, atinjam as células da camada basal do epitélio, parece ser necessária uma 

quebra do epitélio estratificado, como microlesões ou abrasão, que ocorrem na pele ou 

mucosa por contato direto, como resultado, por exemplo, de atividade sexual ou durante 

o parto normal (Doorbar, 2005) (Figura 4).  
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Figura 4.  Ciclo de infecção pelo HPV. Micro-traumas no epitélio expõem as células basais e facilitam a 
infecção pelo HPV. Após a entrada na célula, o vírus é desnudado e o genoma viral alocado no núcleo 
celular. O DNA viral permanece como um epissomo e se divide simultaneamente, mas de forma 
independente, do genoma da célula hospedeira. Após a divisão, as células migram da camada basal 
passando pela intermediária e atingindo a superficial. Durante esse processo as células infectadas 
continuam se multiplicando, o que resulta na amplificação do genoma viral em milhares de cópias por 
célula. Na camada intermediária do epitélio, as proteínas L1 e L2 que compõe o capsídeo são expressas. 
A montagem dos vírions e o empacotamento do DNA celular ocorrem na camada superficial, sendo as 
partículas infecciosas liberadas com a esfoliação das células. Fonte: Adaptado de Doorbar (2005) e Merk 
(2006).  

 

2.3.1. A entrada do vírus na célula  

A natureza do receptor responsável pela entrada do vírus na célula ainda é 

controversa. Evander et al. (1997) sugeriram que a entrada da partícula do 

papilomavírus na célula é mediada pela ligação à integrina α6, enquanto estudos mais 

recentes sugerem que proteoglicanas heparan-sulfato são os receptores celulares 

responsáveis pelo reconhecimento e ligação inicial dos vírions às células, pela interação 

com a região C-terminal da proteína do capsídeo L1 (Joyce et al., 1999; Shafti-Keramat 

et al., 2003). Porém, Patterson et al. (2005) demonstraram que a infecção de 

queratinócitos pelo HPV-31 não é dependente de heparan-sulfato, sugerindo haver 

diferença de receptores celulares na ligação e internalização dos diferentes tipos do 

HPV. Foi observado para os HPV-16 e -58, que a internalização parece ocorrer por 

endocitose mediada por clatrinas, enquanto que o HPV-31 parece ser internalizado por 

meio da membrana caveolar (Bousarghin et al., 2003).  

Após a internalização, as partículas do HPV são desmontadas em endossomos 

tardios e/ou em lisossomos, seguida da transferência do DNA viral para o núcleo da 

célula. Essa transferência parece ser facilitada pela proteína do capsídeo viral L2 (Day 

et al., 2004). Inicialmente, o genoma permanece nas células da camada basal, como um 
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epissomo estável, sem integração ao genoma da célula hospedeira, onde ocorre síntese 

das proteínas precoces E1, E2, E4 e E5 (Doorbar, 2006) (Figura 4).  

 

2.3.2. A replicação viral  

E1 e E2 são as principais proteínas virais envolvidas na replicação viral. A 

proteína precoce E1 tem importante papel na manutenção do DNA viral na forma 

epissomal (Wilson et al., 2002). Durante a infecção, E1 é expressa em níveis muito 

baixos e requer a presença de E2 para se ligar de forma eficiente ao seu sítio de ligação 

na LCR. A formação de um complexo entre E1 e E2 na origem de replicação induz uma 

modificação no DNA viral, facilitando o recrutamento de moléculas adicionais de E1 e 

o eventual desligamento de E2 (Sarafi e McBride, 1995). Além disso, E2 facilita a 

correta segregação do genoma viral durante a divisão celular (McPhillips et al., 2005). 

Foi demonstrado que o genoma viral se replica junto com o DNA da célula durante a 

fase S do ciclo celular, e os genomas replicados são particionados igualmente durante a 

divisão celular (You et al., 2004)  

Embora E1 e E2 sejam primordiais para a amplificação do genoma, as proteínas 

virais E4 e E5 também contribuem nesse processo (Genther et al., 2003; Wilson et al., 

2005). Genomas dos HPV-16 e -31 mutantes em E5 exibem níveis mais baixos de 

amplificação do genoma em relação ao tipo selvagem, e isso pode ser devido à 

habilidade de E5 em modular a sinalização celular estar comprometida nesses mutantes. 

E5 é uma proteína transmembrana que reside predominantemente no retículo 

endoplasmático, mas que pode se associar com a ATPase de prótons vacuolar inibindo 

diretamente a bomba de prótons. O mecanismo de ação de E5 reduz a acidificação dos 

endossomos, inibindo a degradação do receptor do fator de crescimento epidermal 

(EGF-R) internalizado e assim, mantendo um ambiente favorável para a replicação viral 

nas camadas superiores do epitélio (Straight et al., 1993; Disbrow et al., 2005).  

Em contraste, o papel de E4 na amplificação do genoma ainda não foi 

completamente estabelecido. E4 se acumula na célula no momento da amplificação do 

genoma viral e quantidades reduzidas dessa proteína parecem prejudicar o processo de 

replicação viral (Nakahara et al., 2005; Wilson et al., 2005).  

 

2.3.3. A transformação celular  

Em lesões cervicais causadas por HPV, o aumento da proliferação das células 

epiteliais suprabasais é atribuído principalmente à expressão dos oncogenes virais E6 e 
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E7. Durante a infecção, a atividade dessas proteínas estimula a divisão de um pequeno 

número de células infectadas, aumentando o número de células que, subseqüentemente, 

irão produzir partículas infecciosas. A habilidade de E6 e E7 em conduzir as células até 

a fase S é também necessária, juntamente com E1 e E2, para a replicação de epissomos 

virais acima da camada basal (Doorbar, 2006).  

As células mais distais do epitélio estratificado tem o ciclo celular interrompido 

e passam ao processo de diferenciação terminal, produzindo uma barreira de proteção 

de queratina, encontrada nas camadas superficiais da mucosa. Em queratinócitos 

infectados por HPV de alto risco oncogênico, entretanto, a parada da progressão do 

ciclo celular é perdida, o que provoca inibição da diferenciação terminal (Sherman et 

al., 1997).  

Em lesões cervicais de alto grau e nos tumores, o DNA do HPV está geralmente 

integrado ao genoma do hospedeiro. Esse evento promove a perda dos genes E1 e o 

rompimento do gene E2 (Baker et al., 1987). No entanto, os genes E6 e E7 são 

preservados e expressos em linhagens celulares de câncer cervical e neoplasias 

associadas ao HPV. Isso resulta no término da amplificação do DNA viral e na ativação 

constante do promotor precoce do HPV (Stoler et al., 1992; zur Hausen, 2002).  

O mecanismo pelo qual os papilomavírus estimulam a progressão do ciclo 

celular é atribuído principalmente às proteínas virais E6 e E7. A proteína E5 parece 

também ter um papel na tumorigênese, uma vez que foi demonstrado que E5 induz 

fibroblastos a formar colônias em soft agar (Straight et al., 1993), aumenta a eficiência 

da imortalização de queratinócitos por E6 e E7 (Stöppler et al., 1996b), além de 

prejudicar significativamente a comunicação célula-célula (Oelze et al., 1995). 

Adicionalmente, foi relatado que E5 inibe a expressão do supressor de tumor p21, o que 

sugere que pode existir uma cooperação com E6 e E7 no processo de transformação de 

queratinócitos (Tsao et al., 1996). É também possível que E5 interfira com a habilidade 

do sistema imune em eliminar as células infectadas por prejudicar a sinalização celular 

(Kabsch e Alonso, 2002). 

A associação de E7 a membros da família de proteínas do retinoblastoma, 

incluindo pRb, p107 e p130, explica como E7 exerce seus efeitos estimulatórios na 

proliferação celular (Münger e Howley, 2002). A proteína do retinoblastoma (pRb) é 

uma reguladora negativa do ciclo celular na transição da fase G1 para S, e seu estado de 

fosforilação é regulado durante o ciclo celular. No estado hipofosforilado, pRb se liga 

ao fator transcricional E2F durante a fase G1. Devido à fosforilação de pRb por 
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quinases dependentes de ciclinas (CDK), em resposta a sinais de proliferação celular, o 

complexo pRb/E2F se dissocia e E2F é liberado e ativa transcricionalmente genes 

envolvidos na progressão do ciclo celular. A associação de E7 à pRb impede a ligação 

desta a E2F, promovendo então a progressão contínua para a fase S do ciclo celular 

(Dyson et al., 1989; Cheng et al., 1995) (Figura 5).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.  Associação de E7 de HPV a proteína do retinoblastoma. A fosforilação sequencial da 
proteína do retinoblastoma (Rb) por complexos ciclina/CDK inibem sua atividade repressora do ciclo 
celular. A proteína E7 de HPV se liga a Rb em sua forma hipofosforilada. Essa ligação desfaz o complexo 
entre Rb e o fator de transcrição celular E2F, resultando na liberação deste fator, o que permite que a 
célula entre na fase S do ciclo celular. Fonte: Modificado de Jo e Kim (2005).  
 

 

Além da ligação a membros da família Rb, E7 influencia a transcrição induzida 

por E2F por outros meios. Foi demonstrado que E7 interage com histona deacetilases 

(HDAC), que atuam como repressores transcricionais. A ligação de E7 a HDAC 

aumenta especificamente os níveis de transcrição mediada por E2F em células em 

diferenciação, assim levando as células à fase S (Longworth e Laimins, 2004).  

A função da proteína viral E6 complementa a de E7 e, nos HPV de alto risco, as 

duas proteínas são expressas simultaneamente a partir de um único mRNA bicistrônico 

(Tang et al., 2006). O processo de apoptose, devido à liberação de E2F mediada por E7 

nas células das camadas suprabasais, é impedido pela atividade da proteína E6 dos HPV 

de alto risco, que se liga à proteína supressora de tumor p53. Isso ocorre através da 

proteína de associação a E6 (E6AP), um polipeptídeo celular que tem atividade de 

ubiquitina ligase, formando assim um complexo trimérico. Esse complexo atua 

marcando especificamente p53 para a degradação, por meio da ubiquitinação (Werness 

et al., 1990; Huibregtse et al., 1991; Scheffner et al., 1993) (Figura 6).  
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Embora as proteínas E6 de todos os HPV genitais tenham provavelmente 

alguma propriedade de ligação à p53, somente as dos tipos de alto risco se ligam 

com alta afinidade e provocam sua degradação (Lechner e Laimins 1994; Hiller et 

al., 2006). O papel anti-apoptótico de E6 é chave para o desenvolvimento de cânceres 

cervicais, pois compromete a efetividade de reparo celular do DNA, permitindo o 

acúmulo de mutações secundárias.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.  Degradação de p53 mediada por E6 de HPV. Danos ao DNA induzem a ativação de p53 
levando tanto à parada do ciclo celular quanto à apoptose. E6 se liga a E6-AP e o complexo formado se 
liga a p53. E6-AP ubiquitina p53, que é rapidamente degradada pelo proteassomo. Fonte: Modificado de 
Jo e Kim (2005).  
 
 

A proteína E6 de HPV de alto risco se liga a várias outras proteínas 

celulares (zur Hausen, 2002). Foi demonstrado que E6 interage e leva à degradação de 

proteínas contendo domínios PDZ que estão envolvidas na sinalização celular e adesão 

célula-célula. A associação de E6 com proteínas PDZ parece ter um papel importante no 

ciclo viral, podendo ainda contribuir para carcinogênese, uma vez que algumas delas 

têm funções de supressoras de tumor (Lee et al., 2000; Massimi et al., 2004). Outra 

importante função da proteína E6 dos HPV de alto risco é a ativação da telomerase em 

células infectadas (Klingelhutz et al., 1996). Nas células normais, os vários ciclos de 

replicação do DNA resultam no encurtamento dos telômeros, eventualmente levando à 

instabilidade cromossomal e senescência celular. Foi demonstrado que a proteína E6 

 



 27 

dos HPV de alto risco ativam a subunidade catalítica da enzima telomerase (human 

Telomerase Reverse Transcriptase - hTERT) aumentando, assim, o comprimento dos 

telômeros nas células epiteliais. Além de estender a vida das células epiteliais para 

produção da progênie viral, esse efeito também influencia a carcinogênese induzida por 

HPV pois a super-expressão de hTERT aliada à expressão de E7 é suficiente para 

imortalizar queratinócitos humanos primários (Kiyono et al., 1998; Veldman et al., 

2001).  

 

2.3.4. A montagem viral e liberação das partículas  

O estágio final do ciclo replicativo dos HPV envolve o empacotamento dos 

genomas em partículas infecciosas. Nas camadas suprabasais do epitélio, as proteínas 

do capsídeo (L1 e L2) se acumulam (Figura 4), com a expressão de L2 precedendo a 

expressão de L1 (Florin et al., 2002). Após a síntese no citoplasma, L1 e L2 são 

direcionadas para o núcleo, onde ocorre a montagem das novas partículas virais (Day et 

al., 1998; Buck et al., 2004).  

Além das proteínas que compõem o capsídeo viral, foi sugerido que E2 pode 

também ser necessária para a encapsidação do genoma do HPV por aumentar a 

eficiência deste evento durante a infecção natural (Zhao et al., 2000). A proteína L1 é o 

principal elemento estrutural do capsídeo viral, o qual é formado por 360 cópias de L1 

organizadas em 72 capsômeros arranjados na superfície do icosaedro, sendo cada 

capsômero composto por 5 moléculas de L1. Estudos mostram que existem apenas 12 

cópias da proteína L2 por vírion (Trus et al., 1997; Modis et al., 2002). Embora as 

partículas de HPV tenham a capacidade de auto-montagem na ausência de L2, a 

presença desta proteína contribui para o empacotamento eficiente e aumenta a 

infectividade do vírus. Em HPV-31 foi demonstrado que a perda de L2 resulta em uma 

redução de 10 vezes na eficiência do empacotamento, além de uma redução de 100 

vezes na infectividade viral, quando comparado ao HPV-31 selvagem (Holmgren et al., 

2005).  

A liberação eficiente das partículas virais parece ser facilitada pela proteína E4 

que se associa a filamentos intermediários do citoesqueleto quando expressa in 

vitro. Isso pode levar a um aumento da fragilidade da célula infectada, facilitando 

a lise celular e, portanto, a liberação das partículas virais (Doorbar et al., 1991; 

Wang et al., 2004). Os vírions são liberados durante a descamação celular, na superfície 

da lesão (Turek e Smith, 1996).  
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2.4. A região reguladora (LCR)  

A LCR é um segmento não codificador de aproximadamente 850pb que se 

localiza entre o final do gene L1 e o início do gene E6 (Figura 7). Esta região controla a 

replicação viral e apresenta vários sítios de ligação para fatores transcricionais celulares 

e viral (O’Connor et al., 1995). A LCR pode ser dividida em 3 segmentos: a região 5', o 

segmento central e a região 3', que está localizada diretamente a montante dos genes E6 

e E7. Na região 3’ da LCR localiza-se o promotor responsável pela transcrição dos 

genes precoces, incluindo os oncogenes E6 e E7 (O’Connor et al., 1995). O segmento 

central da LCR engloba o enhancer epitélio-específico que caracteriza-se por ser mais 

ativo em células epiteliais que em outros tipos celulares. Sítios para vários fatores de 

transcrição celulares, incluindo AP-1 (Chan et al., 1990; Offord et al., 1990), NF-1 (Apt 

et al., 1993), Oct-1 (Hoppe-Seyler et al., 1991; O’Connor e Bernard, 1995), TEF-1 

(Ishiji et al., 1992) e YY1 (May et al., 1994; O'Connor et al., 1996), e para hormônios 

esteróides (Chan et al., 1989) foram identificados nessa região (Figura 7). A 

especificidade do enhancer e, assim, do tropismo do HPV, parece ser definida por uma 

combinação de sítios de ligação a fatores de transcrição no enhancer, além de diferenças 

quantitativas e qualitativas desses fatores transcricionais ou co-fatores celulares entre as 

células epiteliais e as de outros tecidos (Cripe et al., 1987; Gloss et al., 1987). A região 

5' da LCR contém sinais para terminação e poliadenilação de transcritos virais tardios, 

além de um sítio de ligação à matriz nuclear (Tan et al., 1998).  

A composição dos sítios de ligação para fatores de transcrição na LCR de HPV, 

até o momento, tem sido investigada apenas para os tipos -16 e -18. Nesses tipos, o 

promotor de E6/E7 contém quatro elementos conservados: os sítios 3 e 4 de ligação a 

E2, um sítio de ligação para o fator de transcrição promotor-seletivo 1 (Selective 

promoter factor 1- Sp1) sobreposto ao sítio 3 de E2, além do sítio 4 de ligação a E2 

sobreposto ao “TATA-box” (Figura 7). A ocupação alternada desses sítios pelo 

respectivo fator de reconhecimento promove diferentes níveis de atividade do promotor 

de E6/E7 (Gloss et al., 1990; Tan et al., 1992).  
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Figura 7.  Representação esquemática da LCR do HPV-16. Quatro sítios de ligação a E2 estão 
presentes na LCR, sendo que dois deles dividem a LCR em segmentos funcionais distintos, os quais são 
denominados segmento 5’, central e 3’. O segmento 5’ contém o sinal de terminação, denotado “pA”, o 
segmento central é o enhancer epitélio específico, o qual contém a maioria dos sítios de ligação para 
fatores de transcrição, e o segmento 3’ contém a origem de replicação e o promotor E6/E7. Fonte: 
Modificado de O’Connor et al. (1995).  
 

 

2.4.1. Fatores de transcrição envolvidos na transcrição viral 

E2: Em adição ao seu papel na replicação e segregação do genoma, E2 atua como fator 

de transcrição regulando o promotor viral precoce e controlando a expressão dos 

oncogenes virais E6 e E7. A proteína E2 existe como um homodímero e se liga 

especificamente à sequência nucleotídica ACCG(N4)GCCT (McBride et al., 1991). 

Existem 4 sítios de ligação para E2 na LCR dos HPV-16 e -18 (Bernard, 2002). Em 

baixos níveis, E2 atua como um ativador transcricional. No HPV-16, supõe-se que os 

sítios de ligação 1 e 2 são os primeiros a serem ocupados, levando à ativação do 

promotor. Com o aumento nos níveis de E2, a ocupação dos demais sítios de ligação 

impede a ligação dos fatores de transcrição Sp1 (Transcription Factor Specificity 

Protein 1) e TBP (TATAbox Binding Protein) que são necessários para a ativação do 

promotor (Dong et al., 1994).  

Proteína ativadora 1 (Activator Protein-1 - AP-1): AP-1 se liga ao sítio de ligação 

como heterodímeros formados por proteínas derivadas das famílias de genes jun e fos 

(Zerial et al., 1989). Foi sugerido que o heterodímero junB e fra-2 que reconhecem 

sítios de ligação para AP-1 na LCR do HPV-18 estariam presentes apenas em 

queratinócitos (Thierry et al., 1992; Bouallaga et al., 2000). Desta forma, AP-1 poderia 

contribuir para a ativação epitélio-específica do enhancer, tendo um papel crítico 

durante a expressão de genes precoces do HPV, em particular na expressão das 

oncoproteínas E6 e E7 (O'Connor et al., 1995).  
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Fator nuclear 1 (Nuclear Factor 1 - NF1): Atribui-se a NF1 também parte da 

especificidade epitelial do enhancer do HPV. Esse gene é expresso a partir de um dentre 

quatro genes de uma mesma família, dependendo do tipo celular. Em células epiteliais, 

NF1 é composto principalmente de subunidades derivadas do gene NF1-C, cujos 

produtos ativam a transcrição do HPV. Em células não epiteliais, entretanto, NF1 é 

composto principalmente de subunidades derivadas do gene NF1-X, cujos produtos não 

ativam a transcrição viral (Apt et al., 1993, 1994). 

Fator de ligação em octâmero -1 (Octamer Binding Factor -1, Oct-1): Quando 

presente em células epiteliais em concentrações fisiológicas, Oct-1 se liga a NF-1 

estabilizando a ligação deste ao seu sítio de reconhecimento. Esse evento provoca um 

aumento dos níveis de transcrição do genoma viral (O’Connor e Bernard, 1995).  

Elementos de Resposta à Progesterona (Progesterone Response Element, PRE) e a 

glicocorticóides (Glucocorticoid Response Element, GRE): Elementos de resposta à 

progesterona e a glicocorticóides estão presentes em enhancers de alguns HPV genitais. 

PRE e GRE estimulam a transcrição viral, o que resulta na transformação aumentada de 

células em cultura (Chan et al., 1989; Pater et al., 1988). Essas observações in vitro 

fornecem uma explicação molecular para a evidência epidemiológica de que mulheres 

que são expostas a altos níveis de progesterona por longos períodos apresentam um 

maior risco de desenvolverem câncer cervical (Smith et al., 2003).  

Fator YY1 (Y in-Yang Factor -1): YY1 é um fator de transcrição multifuncional que 

ativa ou reprime a transcrição de muitos genes celulares e virais. Essa versatilidade 

funcional pode ser atribuída aos seus múltiplos domínios transcricionais. Foi 

demonstrado que YY1 atua sobre a transcrição dos HPV-16 e -18. No HPV-16, atua 

como um repressor transcricional (Galvin e Shi, 1997), enquanto que no HPV-18 o fator 

YY1 ativa a transcrição. A proteína YY1 pode reprimir a transcrição suprimindo a 

atividade de AP-1 (O’Connor et al., 1996) por competir com AP-1 pela ligação a seus 

respectivos sítios, que estão sobrepostos na LCR do HPV-16 (Dong e Pfister, 1999). No 

contexto da LCR completa do HPV-18, YY1 atua como um ativador ao formar um 

complexo com C/EBPβ e se ligar à região localizada a montante do sítio de ligação de 

YY1 próximo ao promotor. Os resultados sugerem que o complexo C/EBPβ-YY1 é um 

regulador positivo do HPV-18, tendo um papel crítico na regulação da atividade da LCR 

(Bauknecht e Shi, 1998).  

C/EBPβ (CCAAT Enhancer Binding Protein - beta): C/EBP é um membro de uma 

família de fatores transcricionais envolvidos na diferenciação celular. Em células 



 31 

infectadas por HPV-18, um aumento nos níveis de C/EBPβ resulta em forte repressão 

da atividade da LCR, por impedir a ligação da proteína TBP, componente do complexo 

de iniciação da transcrição, ao sítio de reconhecimento TATA-box na LCR (Bauknecht 

e Shi, 1998).  

Sp1 (Transcription Factor Specificity Protein 1): Foi demonstrado que Sp1 é essencial 

para a transcrição viral a partir do promotor de E6/E7, possivelmente por Sp1 facilitar a 

ligação de TBP ao TATA-box na região promotora, aumentando o acesso desse fator ao 

seu sítio de reconhecimento na LCR (Gloss et al., 1990; Tan et al., 1994; Rose et al., 

1998).  

c-Myc (Cellular Myelocytomatosis Oncogene): Os genes c-myc compreendem uma 

pequena família de genes cuja expressão está envolvida no surgimento de diferentes 

tipos de tumores em humanos. Na sua forma dimerizada com a proteína c-Max, c-Myc 

requer sequências específicas de ligação ao DNA (Berberich et al., 1992). A ligação 

deste dímero à LCR é capaz de aumentar a expressão viral dirigida pelo promotor de 

E6/E7 de HPV-16 (Nünberg et al., 1995). Adicionalmente, a expressão desregulada de 

c-myc leva à um aumento na proliferação celular, inibe a diferenciação celular, reduz a 

adesão celular e promove metástase e instabilidade genômica. Muitos cânceres, 

inclusive o câncer cervical, apresentam níveis elevados de c-Myc (Abba et al., 2004; 

Adhikary e Eilers, 2005).  

 

2.5. O câncer do colo do útero 

Muitas mulheres adquirem infecções por HPV na adolescência através de 

transmissão sexual. Em aproximadamente 80% dessas mulheres, a infecção é 

transitória, e não resulta em anormalidades epiteliais. Nas 20% restantes, a infecção por 

HPV resulta no desenvolvimento de lesões no colo uterino além de infecção persistente, 

um pré-requisito para a transformação maligna (Villa, 1997; Ho et al., 1998) (Figura 8).  
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Figura 8.  História natural da infecção pelo HPV. A maior parte das infecções por HPV é subclínica 
(sem sintomas). A resposta imune pode erradicar a infecção ou suprimir-la a níveis não detectáveis. 
Algumas infecções são suprimidas, mas o genoma do HPV é mantido em estado latente (infecção 
subclínica com um pequeno número de células mantendo poucas cópias virais). Ainda não está claro 
como ocorre a latência em hospedeiros imunocompetentes e os mecanismos que levam à reativação do 
HPV a um estado detectável. Fonte: Modificado de Merk (2006).  
 

O câncer cervical progride a partir de lesões pré-malignas não invasivas, 

denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) ou lesões intraepiteliais 

escamosas (squamous intraepithelial lesions – SIL). Essas lesões pré-malignas são 

classificadas histologicamente com base nas atipias das células epiteliais: NIC I 

corresponde a uma displasia branda; NIC II à displasia moderada e NIC III à displasia 

severa e carcinoma in situ. NIC I é também classificada citologicamente como lesão 

intraepitelial escamosa de baixo grau (low-grade SIL – LSIL) e NIC II/III como lesão 

intraepitelial escamosa de alto grau (high-grade SIL– HSIL). A infecção, tanto por HPV 

oncogênicos como não oncogênicos, pode causar LSIL na cérvice uterina, enquanto que 

a maioria das lesões cervicais classificadas como HSIL, carcinoma in situ ou câncer 

invasivo apresenta infecção por tipos oncogênicos do HPV (Baseman e Koutsky, 2005; 

Doorbar, 2006) (Figura 9).  
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Acreditava-se, até recentemente, que o câncer cervical sempre progredia a partir 

de lesões cervicais de baixo grau para moderado e, posteriormente, para de alto grau. 

Estudos de história natural, entretanto, têm questionado a noção de estágios pré-

cancerosos progressivos contínuos e levado os pesquisadores a concluir que lesões 

cervicais de baixo e alto-grau são processos distintos de infecção por HPV. LSIL parece 

ser uma manifestação transitória da infecção viral produtiva, onde o epitélio infectado 

por HPV passa pela diferenciação e maturação e exibe apenas pequenas anormalidades 

celulares. HSIL, precursor do câncer cervical, ocorre quando a infecção pelo HPV 

impede a diferenciação de células epiteliais, levando à replicação celular continua e ao 

acúmulo de anormalidades genéticas, que levam ao surgimento de células cancerosas. 

LSIL pode se estabelecer antes, ao mesmo tempo, ou na ausência de HSIL (Moscicki et 

al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 9.  Progressão das lesões do colo do útero. As células da camada basal do epitélio cervical se 
localizam sobre a membrana basal, que é sustentada pela derme. Os HPV acessam as células basais por 
meio de micro abrasões no epitélio cervical. Após a infecção, os genes precoces E1, E2, E4, E5, E6 e E7 
são expressos e o DNA viral se replica como DNA epissomal (núcleo roxo). Nas camadas superiores do 
epitélio (camadas intermediária e superficial) o genoma viral é replicado em maior escala, e os genes E4, 
L1 e L2 são expressos. L1 e L2 promovem a encapsidação dos genomas virais no núcleo, iniciando novas 
infecções. Nas lesões epiteliais de baixo grau ocorre a replicação viral produtiva. Uma parte das infecções 
por HPV de alto risco progridem para a neoplasia intraepitelial de alto grau (NIC III). A progressão de 
lesões não tratadas ao câncer invasivo está associada com a integração do genoma do HPV ao 
cromossomo do hospedeiro (núcleo vermelho), com a perda ou rompimento de E2, e a subsequente 
superexpressão dos oncogenes E6 e E7. Fonte: Modificado de Woodman et al. (2007).  
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2.5.1. Co-fatores no desenvolvimento do câncer cervical  

Embora muitas mulheres sejam infectadas por HPV, a maioria não irá 

desenvolver o câncer cervical. Portanto, outros fatores provavelmente estão envolvidos 

no desenvolvimento desta neoplasia. Os três principais grupos de co-fatores são (Muñoz 

et al., 2000):  

 • Co-fatores ambientais ou exógenos, incluindo contraceptivos hormonais, 

tabagismo, número de partos e co-infecções com outros agentes sexualmente 

transmissíveis;  

 • Co-fatores virais, como infecção por tipos oncogênicos de HPV, co-infecção 

com outros tipos de HPV ou variantes, carga viral e integração viral;  

 • Co-fatores do hospedeiro, incluindo hormônios endógenos, fatores genéticos e 

outros fatores relacionados à resposta imune.  

O número elevado de partos leva à manutenção da zona de transformação 

na exocérvice por longos períodos, sendo associada a um maior risco de 

desenvolvimento de lesão cervical (Autier et al., 1996). Desta forma, esse fator de 

risco poderia permitir uma exposição mais prolongada da zona de transformação 

ao HPV. Os efeitos do tabagismo no desenvolvimento do carcinoma incluem 

redução da resposta imune na cérvice uterina e dano genético direto causado pela 

carcinogênese relacionada ao tabaco (Vaccarella et al., 2008). Os contraceptivos 

hormonais podem agir como co-fatores no desenvolvimento do câncer cervical 

devido ao aumento da expressão gênica do HPV na cérvice através de elementos de 

resposta a hormônios (estrógeno e/ou progesterona) presentes na LCR do HPV 

(Chan et al., 1989).  

Fatores genéticos também podem constituir um risco adicional para o 

desenvolvimento do câncer do colo do útero. Os polimosfismo nos genes HLA 

(human leucocyte antigen), cujas proteínas expressas estão envolvidas na 

apresentação de peptídeos antigênicos às células T CD4+, parecem estar 

envolvidos na susceptibilidade genética ao desenvolvimento de câncer cervical 

(Maciag et al., 2002). A resposta imunológica do hospedeiro também parece ser 

um fator importante no desenvolvimento de câncer cervical, uma vez que mulheres 

infectadas com HIV têm uma probabilidade aproximadamente quatro vezes maior 

de serem infectadas por HPV. Além disso, a infecção por HPV em mulheres co-

infectadas com HIV tem maior probabilidade de se tornar persistente (del Mistro e 

Bianchi, 2001).  



 35 

2.5.2. Prevenção  

A estratégia mais utilizada para prevenção do desenvolvimento do câncer de 

colo do útero é o exame de Papanicolau. Este baseia-se na coloração de células 

epiteliais obtidas da cérvice, na expectativa de que anormalidades nucleares detectáveis 

sejam representativas de lesões subjacentes definidas histologicamente. Esse exame 

reduz a incidência do câncer de colo do útero ao permitir a detecção, possibilitando a 

excisão das neoplasias intraepiteliais cervical (NIC) ou do adenocarcinoma in situ (AIS) 

antes do desenvolvimento do câncer invasivo. Apesar de o diagnóstico ser subjetivo, o 

exame de Papanicolau é considerado o procedimento de maior sucesso no controle do 

câncer cervical, sendo observada uma redução em até 70% na incidência de câncer 

cervical, com a aplicação efetiva desse exame em países desenvolvidos (Bosch e 

Harper, 2006).  

 

2.5.3. Vacinas contra o câncer cervical  

Nos últimos anos as atenções se voltaram para a possibilidade de prevenir lesões 

pré-cancerosas e o câncer cervical por meio de vacinação contra o HPV (Harper et al., 

2004; Reddy et al., 2004; Franco e Harper, 2005; Villa et al., 2005; Lowy e Schiller, 

2006). As duas vacinas profiláticas que foram desenvolvidas e comercializadas, até o 

momento, têm como alvos erradicar as infecções por HPV-16, -18, -6 e -11 (Harper et 

al., 2004; Villa et al., 2005). Esses tipos de HPV foram escolhidos devido aos HPV-16 

e -18 serem os tipos mais frequentemente associados ao desenvolvimento do câncer 

cervical no mundo, e responsáveis por cerca de 70% dos casos de câncer de colo do 

útero e neoplasias intraepiteliais de alto grau; e os HPV de baixo risco -6 e -11 causarem 

cerca de 90% das verrugas anogenitais. A vacina fabricada pelo laboratório Merck 

Sharp e Dhome, internacionalmente conhecida como Gardasil®, é uma vacina 

quadrivalente que apresenta partículas semelhantes à vírus (VLP - virus like particles) 

dos HPV-16, -18, -6 e -11 (Villa et al., 2005), e a desenvolvida pela empresa Glaxo 

SmithKline, denominada Cervarix®, é uma vacina bivalente, contendo VLP dos HPV-

16 e -18 (Harper et al., 2004). As vacinas mostraram uma eficiência de 100% na 

proteção contra o desenvolvimento de lesões cervicais pré-cancerosas e, no caso da 

Gardasil®, verrugas genitais causados pelos tipos de HPV presentes na vacina, com 

pouco ou nenhum efeito colateral. A expectativa é de que os efeitos de proteção das 

vacinas durem pelo menos quatro anos e meio a partir do início da vacinação. Ambas as 
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vacinas foram aprovadas pelas autoridades regulatórias dos Estados Unidos e pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) no Brasil. 

Em adição às vacinas preventivas, estão sendo realizadas pesquisas para o 

desenvolvimento de vacinas terapêuticas contra HPV. Em geral, essas vacinas têm 

como alvo as oncoproteínas E6 e E7. Dessa forma, espera-se que a resposta imune 

contra essas duas oncoproteínas possa erradicar os tumores já estabelecidos (Roden et 

al., 2004).  

As vacinas contra HPV prometem contribuir muito para a prevenção do câncer 

cervical. Entretanto, algumas questões ainda não foram suficientemente discutidas, 

como a população alvo, a duração da proteção, o custo, a aceitação pública e o potencial 

para distribuição mundial (Speck e Tyring, 2006). Além disso, não está clara a extensão 

em que ocorre reatividade cruzada na resposta imune entre variantes intratipo e entre 

tipos do HPV. Substituições de aminoácidos observadas na proteína L1 de HPV-16 e 

localizadas perto de epítopos neutralizantes sugerem que infecções por variantes podem 

evoluir para o escape da neutralização pelo sistema imune do hospedeiro (Varsani et al. 

2006). Assim, mutações pontuais poderiam afetar seriamente a eficácia das vacinas 

contra HPV, sendo importante determinar os efeitos das mutações sobre a neutralização. 

Além disso, é possível que a esperada diminuição do número de infecções pelos tipos 

contemplados nessas vacinas seja acompanhada pelo aumento de infecções por outros 

tipos de HPV mucosotrópicos de alto risco.   

 

2.6. Epidemiologia da infecção por HPV 

Mundialmente, nota-se uma distribuição diversificada da prevalência dos 

diferentes tipos de HPV, no entanto, essa observação ainda tem determinantes 

desconhecidos. Estudo sobre a distribuição mundial dos tipos de HPV em mulheres 

assintomáticas revelam que o HPV-16 é o mais comum no mundo todo. Esse tipo foi, ao 

menos, duas vezes mais freqüente que qualquer outro tipo de alto risco oncogênico em 

todas as regiões, com exceção da África sub-Saariana, onde o HPV-35 é igualmente 

comum. Em seguida, os tipos de HPV mais comumente detectados no mundo entre 

mulheres citologicamente normais foram -42, -58, -31 e -18, com diferenças 

significativas entre as regiões. O segundo tipo de HPV mais comum foi o -33 na Ásia, -

58 na América do Sul e -31 na Europa (Clifford et al., 2005). Essa heterogeneidade na 

distribuição mundial dos tipos do HPV pode ter implicações no desenvolvimento e no 

impacto de testes de diagnóstico e vacinas (Figura 10). 
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Figura 10.  Distribuição de tipos de HPV em mulheres citologicamente normais por região. Fonte: 
Modificado de Clifford et al. (2005)  

 

A associação de tipos específicos de HPV com lesões cervicais de alto grau 

refletem o maior potencial oncogênico desses tipos. Os HPV -6, -11 e -42 estão 

associados, principalmente, ao desenvolvimento de verrugas genitais benignas e NIC de 

baixo grau (Wiley et al., 2002), enquanto outros tipos, como -16, -18 e, menos 

freqüentemente, -45, -31, -33, -58, -52, e -35, foram identificados como os principais 

causadores da maioria dos casos de câncer cervical e suas lesões precursoras de alto 

grau (Clifford et al., 2003) (Figura 11).  

O HPV-16 é encontrado em mais de 50% dos cânceres cervicais escamosos, 

seguido do HPV-18, enquanto que, nos casos de adenocarcinoma, se observa o 

contrário, sendo o HPV-18 mais prevalente que o HPV-16 (Arends et al., 1993; Lizano 

et al., 1997). Esses dois tipos virais são responsáveis por dois terços de todos os 
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carcinomas cervicais no mundo. Estima-se que o HPV-16 seja responsável por cerca de 

60% dos cânceres cervicais, com o HPV-18 contribuindo com 10 a 20% (Clifford et al., 

2003).  

Taxonomicamente, os HPV dos tipos -31, -33, -35, -52, -58 pertencem à espécie 

Human Papillomavirus 16 do gênero Alphapapillomavirus, e estão entre os oito tipos de 

HPV mais prevalentes no câncer cervical invasivo (Clifford et al., 2003) (Figura 3). 

Apesar de serem tipos virais relacionados ao HPV-16, as prevalências mundiais desses 

tipos no câncer cervical é bastante distinta (Figura 11). Comparado com a citologia 

normal, o risco relativo para câncer cervical invasivo dos tipos relacionados ao HPV-16 

foi de 14,88, além de terem sido observados riscos elevados para os HPV-31 (RR= 3,4), 

-33 (RR= 3,4), -52 (RR =12,8) e -58 (RR= 11,2) (Ferrera et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.  Distribuição de tipos de HPV no câncer cervical. (A) Número total de casos de câncer 
cervical no mundo por tipo histológico, (B) Número total de casos de câncer cervical na Ásia. Fonte: 
Modificado de Clifford et al. (2003). 

 

É interessante observar que os HPV-52 e -58 são particularmente mais 

prevalentes na Ásia (Clifford et al., 2003) (Figura 11). No Japão, o segundo genótipo 

mais comum entre lesões de alto grau é o HPV-58, cuja prevalência é de 15%, 

seguido do HPV-52 (12%) (Sasagawa et al., 2001). Assim como no Japão, em 

Hong Kong, China, o segundo genótipo mais freqüentemente detectado é o HPV-

58 (23,8%). Nesse estudo, foi observado que o HPV-58 apresentou uma associação 

significativa com o desenvolvimento de NIC e carcinoma cervical (RR = 3,98), 

além de uma tendência significativa de aumento da prevalência desses tipos com o 

aumento da severidade das lesões (Chan et al., 1999). Lin et al. (2006) também 

observaram que o HPV-52 é o segundo tipo de HPV mais prevalente (21,3%), 

seguido do HPV-58 (19,9%) em amostras de mulheres infectadas com tipos de alto 

risco em Taiwan, China. Além disso, o HPV-52 (23,2%) é o tipo de HPV mais 
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prevalente nas Filipinas em amostras de mulheres com lesão cervical, seguido dos 

HPV-16 (19,6%) e -58 (10,7%) (Miyashita et al., 2009). 

A alta prevalência do HPV-58 também tem sido relatada em outros continentes, 

em regiões geográficas específicas. Interessantemente, em um estudo na fronteira entre 

os Estados Unidos e o México, foi observado que o HPV-16 é o genótipo mais 

comumente encontrado, tendo sido detectado em 27,3% das mulheres mexicanas e em 

12,5% das mulheres americanas que apresentavam lesões de alto grau. O segundo 

genótipo mais frequentemente detectado na população mexicana é o HPV-58, enquanto 

que, entre as mulheres americanas, é o HPV-18 (Giuliano et al., 2001). Em um estudo 

com pacientes da população em geral na Espanha, as mulheres de origem latina 

apresentavam como segundo anticorpo mais prevalente o anti-HPV-58, o qual foi 

detectado em 42,7% das mulheres. Entretanto, entre as mulheres européias estudadas, o 

segundo anticorpo mais detectado foi o anti-HPV-31 (29,3%), seguido do anti-HPV-18 

(24,1%) (Touze et al., 2001).  

Os dados sobre as prevalências dos diferentes tipos de HPV no Brasil ainda são 

bastante limitados, entretanto, a distribuição desses tipos não parece ser homogênea por 

todo país. Como relatado mundialmente, o HPV-16 (35,5%) é o tipo mais prevalente 

entre amostras de HSIL de mulheres do Rio de Janeiro, sendo o segundo tipo mais 

prevalente o HPV-18 (11,2%), seguido dos HPV-35 (4,6%) e -58 (3,9%) (Pereira et al., 

2007) Um estudo, realizado em Recife, Pernambuco, em amostras de mulheres com 

lesão cervical, mostrou que o HPV-16 (55,1%) é o tipo de HPV mais frequentemente 

detectado, seguido dos HPV-31 (15,6%), HPV-33 (10,2%), HPV-58 (8,2%) e HPV-18 

(4,7%) (Lorenzato et al., 2000). Em Belém, Pará, Noronha et al. (1999) observou que 

21,2% das amostras de neoplasia intraepitelial cervical II e III (NIC II e III) 

apresentavam HPV dos genótipos -31, -33 e -58. Em estudos desenvolvidos pelo nosso 

grupo de pesquisa no Distrito Federal com amostras de lesão cervical, a prevalência do 

HPV-16 é de 49,2%, seguido pelo HPV-58 (13,43%). O HPV-31, terceiro tipo mais 

frequentemente detectado, apresentou uma prevalência de 11,9%; os HPV-18 e -33, 

4,5%, sendo os quintos tipos mais prevalentes; e os HPV-35 e -52, sétimos tipos mais 

freqüentes, apresentaram a prevalência de 1,5% (Câmara et al., 2003). A análise de 

amostras HIV positivas revelou a prevalência de HPV-16 e HPV-52 em 14,1% e 9,2%, 

das amostras, respectivamente. O terceiro genótipo mais prevalente é o HPV-35 (7,8%), 

seguido dos HPV-58 (4,7%) e -31 (3,1%) (Cerqueira et al., 2007).  

 



 40 

2.7. Estudos da variabilidade genética 

Há indicações de que variantes do mesmo tipo de HPV diferem em suas 

propriedades biológicas e patogênicas (Xi et al., 2007; Bernard, 2005). Tais diferenças 

podem contribuir para as disparidades na incidência de câncer cervical em todo o 

mundo. Variantes de um mesmo tipo de HPV também parecem apresentar diferenças 

quanto ao risco de progressão das lesões. A variabilidade genética dos HPV de alto 

risco, mais frequentemente ligados ao câncer anogenital, -16 e -18, têm sido 

extensivamente estudados (Xi et al., 1997; Zehbe et al., 1998; Schmidt et al., 2001; 

Tornesello et al., 2000; Arias-Pulido et al., 2005; de Boer et al., 2004, 2005; Wu et al., 

2006; Xi et al., 2006; Alencar et al., 2007).  

Estudos de variabilidade genética de isolados de HPV-16 e HPV-18 coletados 

nos 5 continentes revelaram uma co-evolução destes vírus com os três maiores ramos 

filogenéticos humanos (africanos, caucasianos e asiáticos) (Ho et al., 1993; Ong et al., 

1993). A Figura 12 mostra a árvore filogenética do HPV-16, destacando os cinco clados 

nos quais os variantes foram agrupados: Europeu (E), Asiático (As), Asiático–

Americano (AA), Africano 1 (Af-1) e Africano 2 (Af-2) (Ho et al.,1993).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.  Árvore filogenética do HPV-16. Os variantes foram caracterizados baseado na seqüência 
de um fragmento de 364pb da LCR. Foram analisadas 301 amostras provenientes de 25 grupos étnicos 
distintos. Fonte: Ho et al. (1993).  
 

Estudos foram realizados com o objetivo de investigar se os modelos de 

diversidade intratipo observados para os HPV-16 e -18 poderiam ser aplicados para 

outros HPV de alto risco associados ao câncer cervical. Esses estudos multicêntricos 
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analisaram a diversidade genética da LCR dos HPV-31, -35, -52 e -58 (Calleja-Macias 

et al., 2004, 2005) e dos HPV-53, -56 e -66 (Prado et al., 2005; Kocjan et al., 2007). 

Além disso, Khouadri et al. (2006) analisaram filogenéticamente as sequências de 

variantes do HPV-33. Em geral, esses autores observaram poucas semelhanças com os 

padrões observados na análise de variantes dos HPV-16 e -18, mostrando uma alta 

conservação das sequências da LCR entre os variantes destes tipos virais. Alguns ramos 

com poucos isolados de lugares geográficos específicos foram encontrados entre os 

variantes dos HPV-31, -52, -53 e -56, além da ramificação dicotômica das árvores dos 

HPV-33, -35, -53 e -56, nunca antes descrita para variantes de HPV, e a ausência de 

qualquer associação geográfica para os variantes do HPV-58 e -66.  

A análise filogenética de 67 amostras de HPV-31, nos quais foram detectados 28 

variantes distintos, revelou a presença de dois ramos com poucos isolados de regiões 

restritas, um com amostras da África do Sul e outro com amostras do México (Calleja-

Macias et al., 2004, 2005) (Figura 13). Em ambos estudos conduzidos por Calleja-

Macias et al. (2004) e Khouadri et al. (2006), 25 variantes de HPV-33 (Figura 14) e 12 

variantes de -35 (Figura 15) analisados formaram dois agrupamentos marcadamente 

separados pela ausência ou presença de uma deleção de 78pb e uma inserção de 16pb, 

respectivamente, na LCR desses isolados, o que conferiu à árvore filogenética de ambos 

tipos virais uma topologia dicotômica. Similarmente à filogenia do HPV-16, foi 

sugerida a presença de um ramo Asiático-Nativo Americano, formado por isolados de 

Hong Kong, Taiwan, Tailândia, Brasil e México, na análise filogenética de 66 amostras 

do HPV-52 (Figura 16). A árvore filogenética de 97 isolados (21 variantes) do HPV-58 

mostrou a mais alta conservação das sequências da LCR entre os tipos relacionados 

taxonomicamente ao HPV-16 (Figura 17).  
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Figura 13.  Diversidade intratípica do HPV-31. As árvores filogenéticas mostram a relação entre os 
28 variantes obtidos a partir da análise da LCR de 67 amostras. Os triângulos indicam as sequências dos 
variantes detectados e utilizadas na árvore menor. São Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei, 
México (MX); Cidade do Cabo, África do Sul (SA); Estados Unidos (USA); Marrocos (MR); Noruega 
(NW); Mali (ML); Timor-Leste (TL); Taipei, Taiwan (TW). Fonte: Calleja-Macias et al. (2005).  
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Figura 14.  Diversidade intratípica do HPV-33. As árvores filogenéticas mostram a relação entre os 
25 variantes obtidos a partir da análise da LCR de amostras de HPV-33. As árvores mostram a relação 
entre os nove variantes obtidos a partir da análise da LCR de 44 amostras. BR: São Paulo, Brasil; MT: 
Montreal, Fonte: Khouadri et al. (2006).  
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Figura 15.  Diversidade intratípica do HPV-35. As árvores filogenéticas mostram a relação entre os 
12 variantes obtidos a partir da análise da LCR de 46 amostras. Os triângulos indicam as sequências dos 
variantes detectados e utilizadas na árvore menor. São Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei, 
México (MX); Cidade do Cabo, África do Sul (SA) e Estados Unidos (USA); Marrocos (MR); Noruega 
(NW); Heidelberg, Alemanha (HE); Taipei, Taiwan (TW). Fonte: Calleja-Macias et al. (2005).  
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Figura 16.  Diversidade intratípica do HPV-52. As árvores filogenéticas mostram a relação entre os 
17 variantes obtidos a partir da análise da LCR de 66 amostras. Os triângulos indicam as sequências dos 
variantes detectados e utilizadas na árvore menor. São Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei, 
México (MX); Edimburgo, Escócia (ED); Cidade do Cabo, África do Sul (SA) e Oklahoma, Estados 
Unidos (OK); Marrocos (MR); Noruega (NW); Heidelberg, Alemanha (HE); Filipinas (PH); Taipei, 
Taiwan (TW). Fonte: Calleja-Macias et al. (2005).  



 46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.  Diversidade intratípica do HPV-58. As árvores filogenéticas mostram a relação entre os 
21 variantes obtidos a partir da análise da LCR de 97 amostras. Os triângulos indicam as sequências dos 
variantes detectados e utilizadas na árvore menor. São Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei, 
México (MX); Edimburgo, Escócia (ED); Cidade do Cabo, África do Sul (SA) e Oklahoma, Estados 
Unidos (OK); Taipei, Taiwan (TW) e Filipinas (PH). Fonte: Calleja-Macias et al. (2005).  
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2.8. Variabilidade genética e potencial oncogênico 

Algumas diferenças na sequência de nucleotídeos encontradas entre os 

variantes de um tipo, podem levar a alteração nos aminoácidos codificados, levando a 

potenciais oncogênicos distintos entre os diferentes variantes. Mutações na sequência de 

nucleotídeos da região LCR poderiam resultar na perda da capacidade de ligação de um 

fator transcricional específico, na mudança do seu sítio de reconhecimento, aumentando 

ou diminuindo a afinidade de fator de transcrição específico, ou, ainda, na alteração de 

sua habilidade em interagir com outras proteínas (Bernard, 2002). Na proteína L1, uma 

ou mais alterações de aminoácidos poderia representar uma mudança conformacional na 

proteína do capsídeo e, assim, poderia afetar, também, a conformação de epitopos 

relevantes para neutralização viral (Sichero e Villa, 2006) (Tabela 1). 

Diferentes estudos têm sido conduzidos com o intuito de analisar a associação 

entre um maior risco de infecção persistente e/ou desenvolvimento de lesões cervicais e 

variantes específicos dos HPV-16 e -18. Os diferentes tipos de HPV têm potencial 

oncogênico distinto e, da mesma forma, os variantes intratipo também podem apresentar 

oncogenicidade diferenciada. Vários estudos sugerem que os variantes Europeus estão 

associados a um menor risco de desenvolvimento de lesões de alto grau, enquanto que 

variantes não-Europeus estariam associados a um maior risco de incidência e 

prevalência dessas lesões (Xi et al., 1997; Villa et al., 2000; Berumen et al., 2001, 

Hildesheim et al., 2001; Xi et al., 2006). Além disso, variantes não-Europeus, tanto do 

HPV-16 quanto do HPV-18, têm sido associados com um maior risco de infecções 

persistentes (Villa et al., 2000; Xi et al., 2006).  
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Tabela 1. Implicações funcionais da variabilidade genética do HPV. Fonte: Modificado de Sichero e 
Villa (2006). 

Região 
variável 

Implicações funcionais 

Mudança na afinidade de ligação de diferentes fatores celulares de transcrição 
Criação ou eliminação de sítios de ligação de fatores transcricionais LCR 
Mudança na atividade transcricional 

  
Maior ativação da telomerase 
Mudança na ligação e degradação de proteínas celulares 
Mudança na ativação de vias celulares 
Geração e manutenção do fenótipo transformado 

E6 

Monitoramento imune do hospedeiro 
  

Mudança na ligação a proteínas celulares 
Mudança na ativação de vias celulares E7 
Geração e manutenção do fenótipo transformado 

  
E5 Mudança na atividade de transformação 

  

L1 
Alteração de epitopos de L1 dependentes de conformação e que são relevantes 
para neutralização viral 

  
Mudança na atividade transcricional 
Maior tendência de integração E2 
Maior eficiência na replicação 
 

Até o momento, foram realizados poucos estudos sobre os variantes de outros 

tipos de HPV de alto risco menos prevalentes que os HPV-16 e -18. O conhecimento 

sobre a variabilidade genética desses tipos e sua relação com o desenvolvimento de 

câncer cervical, portanto, ainda é bastante limitado. Foi observada uma associação entre 

variantes específicos dos HPV-33, -35, -52 e -58 com a persistência da infecção e com a 

severidade da neoplasia. Gagnon et al. (2004) mostraram que a presença de uma 

deleção de 78pb na LCR de variantes de HPV-33 e polimorfismos específicos do gene 

E7 de variantes de HPV-35 estão associados com a persistência da infecção por esses 

vírus. Além disso, foi detectada uma associação entre um polimorfismo na seqüência da 

LCR do HPV-33 e a presença de HSIL (Khouadri et al., 2006). A variabilidade genética 

na LCR de variantes de HPV-52 também foi associada à persistência da infecção (Aho 

et al., 2004). Na análise da diversidade das sequências de E6 e E7 de variantes de HPV-

58 (Chan et al., 2002) e -52 (Aho et al., 2003), foi observado que a variabilidade 

genética era maior na região do gene E7 que em E6, em contraste com o HPV-16, onde 

E6 apresenta maior variabilidade que E7 (Zehbe et al.,1998; Nindl et al., 1999). Além 

disso, foi observado que variantes de E7 de HPV-58 contendo a substituição T20I/G63S 

estavam significativamente associados com o aumento do risco de desenvolver câncer 

cervical (Chan et al., 2002). 
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3. Justificativa e Objetivos 

Até o momento, poucos estudos foram realizados envolvendo os variantes de 

tipos de HPV de alto risco oncogênico menos prevalentes que os HPV-16 e -18. Estudos 

sobre a variabilidade genética intra-típica de HPV são importantes, visto a associação 

positiva de variantes específicos de HPV-16 e -18 e o risco de desenvolvimento de 

lesões cervicais (Xi et al., 2006; Sichero et al., 2007), além das diferenças bioquímicas 

e biológicas exibidas entre esses variantes (Stöppler et al., 1996a; Choo et al., 2000; 

Lichtig et al., 2006).  

A análise da atividade transcricional viral tem sido empregada no intutito de 

estabelecer relações entre substituições nucleotídicas específicas na LCR e diferenças 

no potencial de malignidade entre os diferentes variantes de HPV-16 e 18 (Veress et al., 

1999; Kämmer et al., 2000; Tornesello et al., 2000; Sichero et al., 2005). Ao contrário 

do que é observado para os HPV-16 e -18, nenhum trabalho até o momento analisou a 

atividade transcricional de variantes de outros tipos de HPV de alto risco. 

Em algumas regiões do Brasil, incluindo a Centro-Oeste, existe uma carência de 

dados sobre os variantes intratipo de HPV em amostras de câncer cervical, 

especialmente no que concerne a tipos menos prevalentes. Nosso grupo iniciou a 

caracterização de variantes dos HPV de alto risco oncogênico de amostras oriundas do 

Distrito Federal, além dos HPV-16 e -18. Cerqueira et al. (2003) e Veras et al. (2005) 

analisaram sequências de L1 de amostras do Distrito Federal previamente 

genotipadas como HPV-53, -58 e -66, permitindo a caracterização de novos 

variantes, contendo ou não substituições não silenciosas. A detecção de novos 

variantes também foi observada no estudo desenvolvido por Wyant (2007) onde 

foram analisadas a variabilidade genética da LCR e dos genes E6 e L1, além da 

filogenia dos HPV-53, -56 e -66.  

Adicionalmente, as seqüências da LCR de variantes de HPV-58 foram objeto de 

pesquisa do nosso grupo de estudo. Três variantes de HPV-58 detectados no Distrito 

Federal foram caracterizadas juntamente com outras obtidas de amostras de HPV-58 

oriundas de São Paulo, como parte do estudo internacional multicêntrico coordenado 

internacionalmente pelo Dr. Hans-Ülrich Bernard (Universidade da Califórnia-Irvine, 

EUA) e no Brasil pela Dra. Luisa Lina Villa (Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o 

Câncer, São Paulo) (Calleja-Macias et al., 2005). 
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Devido à importância epidemiológica do HPV-58 em vários países do 

mundo, torna-se fundamental ampliar o conhecimento acerca de suas 

características e propriedades moleculares para que este tipo de HPV seja 

considerado na elaboração de vacinas e para compreender a associação do HPV-58 

com determinadas populações, como o que é observado em alguns países da Ásia, 

América Latina e nas regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil (Câmara et 

al., 2003, Chan et al., 1999, Giuliano et al., 2001, Lorenzato et al., 2000, Noronha 

et al.,1999, Touze et al., 2001, Sasagawa et al., 2001).  

 Estudos epidemiológicos mostraram que os HPV-31, -33, -35, -52 e -58 estão 

entre os dez tipos de HPV mais prevalentes em amostras de câncer cervical (Clifford et 

al., 2003; IARC, 2007). O presente estudo teve como objetivo ampliar o conhecimento 

sobre a variabilidade genética desses tipos de HPV de alto risco oncogênico, além 

de verificar a possível implicação que as variações nucleotídicas na LCR podem 

ter sobre a atividade transcricional dos variantes de HPV-58 detectados no Distrito 

Federal. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram:  

3.1. Gerar dados sobre a variabilidade genética da LCR e dos genes L1 e E6 de 

isolados de HPV-31, -33, -35, -52 e -58 encontrados no Distrito Federal; 

3.2. Descrever a composição de potenciais sítios de ligação para fatores 

transcricionais celulares e viral na LCR do variante protótipo destes tipos 

virais; 

3.3. Verificar quais alterações na sequência de nucleotídeos da LCR dos 

variantes moleculares poderiam estar associadas à diferenças na ligação de 

fatores de transcrição celulares e viral; 

3.4. Verificar se as variações nucleotídicas nos genes E6 e L1 resultam em 

subtituições de aminoácidos conservativas ou não; 

3.5. Comparar a variabilidade genética das regiões LCR, E6 e L1 dos isolados 

do Distrito Federal com a descrita na literatura; 

3.6. Realizar a análise filogenética desses cinco tipos de HPV e comparar os 

resultados obtidos em outros estudos; 

3.7. Analisar a atividade transcricional dos variantes e mutantes de HPV-58 

detectados no Distrito Federal; 

3.8. Divulgar os resultados obtidos por meio de publicações científicas e em 

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

4.1. Procedência das amostras 

Amostras de DNA de doze isolados de HPV-31, sete de HPV-33, seis de HPV-35, 

quatro de HPV-52 e oito de HPV-58 foram obtidas a partir da descamação de células do 

colo uterino de pacientes atendidas em hospitais da rede pública do DF e entorno em 

estudos conduzidos por Câmara et al. (2003) e Cerqueira et al. (2007). Para todas as 

pacientes, foram realizadas análises citológicas e ambos os estudos foram aprovados 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Secretaria de Estado de Saúde do Governo do 

Distrito Federal. Essas amostras foram previamente genotipadas por meio da 

amplificação de um fragmento do gene L1 com os iniciadores MY09/11, seguida da 

digestão do produto amplificado com sete enzimas de restrição (Bam HI, DdeI, HaeIII, 

HinfI, PstI, RsaI e Sau3AI) e posterior análise do perfil de digestão (Bernard et al., 

1994) ou por seqüenciamento automático. 

 

4.2. Amplificação do DNA Viral 

Para a análise de variabilidade genética foram amplificadas as regiões 

genômicas LCR, E6 e L1 das amostras de HPV-31, -33, -35, -52 e -58 descritas 

anteriormente. Para a amplificação das regiões LCR e E6 de amostras de HPV-31, -35, -

52 e do gene E6 de amostras de HPV-58 foram utilizados iniciadores específicos 

descritos por Calleja-Macias et al. (2004, 2005). Iniciadores específicos foram também 

desenhados para a amplificação da LCR e do gene E6 de amostras de HPV-33 e da LCR 

de amostras de HPV-58 (Tabela 2). Adicionalmente, as amostras de todos os tipos virais 

analisados foram amplificadas utilizando-se os iniciadores MY09/MY11 para a análise 

da sequência de um fragmento de aproximadamente 450pb do gene L1 (Manos et al., 

1989).  
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Tabela 2. Iniciadores específicos desenhados para a amplificação da região LCR do HPV-33 e do 
gene E6 dos HPV-33 e -58.  

Iniciador * 
Posição 

nucleotídica** 
Sequência do iniciador 

Tamanho do 

fragmento  

33LCR-F 7057 – 7076 cacatcgtctgcaaaacgca 

33LCR-R 154 – 174 agttgtctccaatgcttggca 
1027pb 

33E6-F 29 - 50 gtagggtgtaaccgaaagcggt 

33E6-R 580 - 601 tcctttaacgttggcttgtgtc 
573pb 

58LCR-F 7091 - 7115 cctactacccgtgcaccatccacc 

58LCR-R 121 – 145 cgcagaggagaaaccacggacattg 
878pb 

*    Os iniciadores estão na orientação 5’ → 3’. 
** Posições relativas às sequências protótipos do HPV-33 (número de acesso: M12732) e HPV-58 
(número de acesso: D90400), disponíveis no GenBank.  

 

As reações de PCR (Polimerase Chain Reaction) foram realizadas no 

termociclador MJ Research PTC-100 (GMI, Minnesota, EUA), em um volume final de 

50µL, contendo 10-15µL do material genômico obtido, 1,5mM de MgCl2 (Invitrogen, 

Califórnia, EUA), 250µM de dATP, dCTP, dTTP e dGTP (Invitrogen, Califórnia, 

EUA), 40pmoles de cada iniciador e 1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, 

Califórnia, EUA). As seguintes condições foram adotadas: 40 ciclos de desnaturação a 

95°C por 1minuto, anelamento a 51 ou 55°C por 1minuto e alongamento a 72°C por 

2minutos. A desnaturação do primeiro ciclo e o alongamento do último ciclo foram 

estendidos por 5 e 8 minutos, respectivamente. 

Todas as reações de PCR incluiram controles negativos consistindo da mistura 

de reação, porém sem DNA. Os produtos de PCR obtidos foram analisados por 

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

 

4.3. Clonagem dos produtos de PCR  

4.3.1. Obtenção dos plasmídios recombinantes 

Após a amplificação, 3 amostras de HPV-58 foram purificadas utilizando-se o 

kit DNA and gel band purification (Amersham Biosciences, Nova Jérsei, EUA), de 

acordo com as instruções do fabricante. Em seguida, a eficiência da purificação foi 

avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio a 0,5%. 

A reação de ligação dos produtos de PCR ao plasmídio pGEM-T easy (Promega, 

Madison, EUA) foi realizada seguindo as instruções do fabricante.  
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Além disso, os produtos de PCR de 8 amostras que apresentavam co-infecção 

por mais de um tipo de HPV também foram clonados em pGEM-T easy (Promega, 

Madison, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Este procedimento foi 

realizado para a seleção dos clones que apresentavam fragmentos de DNA referente a 

um dos cinco tipos de HPV analisados neste estudo. Foram sequenciados pelo menos 

dois clones do mesmo tipo viral para cada região genômica. 

 
4.3.2. Transformação de bactérias E. coli 

Os plasmídios recombinantes foram utilizados para transformar bactérias E. coli 

da linhagem DH5α, pelo método de choque térmico. Inicialmente, 10µL da solução 

contendo os plasmídios foram incubados com 300µL das células competentes em gelo 

por 30 minutos. Em seguida, as células foram submetidas a 42°C por 2 minutos, em 

banho-maria, e novamente transferidas para o gelo por 1 minuto. Foram adicionados aos 

tubos 700µL de meio líquido 2xYT (1,6mg/mL de triptona, 1,0mg/mL de extrato de 

levedura e 85,6mM de NaCl) que em seguida foram incubados a 37 °C por 1 hora. Após 

a incubação, os tubos foram centrifugados por 1 minuto a 10.000 rpm na centrífuga 

Jouan A14/V1 (Jouan, St-Herblain, França), e 700µL do sobrenadante foram 

removidos por aspiração. As bactérias foram espalhadas em placas de Petri contendo 

meio sólido 2xYT (ágar a 1,5%), contendo 16,7 nmol de IPTG, 800ng de X-Gal e 

4mg/mL de ampicilina.  

As placas de Petri foram incubadas por aproximadamente 12 horas em estufa a 

37°C. As colônias formadas foram de dois tipos: azuis, quando apenas o vetor re-

circularizado foi incorporado, e brancas, indicando a presença do fragmento de interesse 

inserido no vetor, uma vez que o gene Lac-Z fica interrompido. Assim, a enzima β-

galactosidase não é codificada e, portanto, mesmo na presença do indutor (IPTG), o 

análogo da lactose (X-gal) não é clivado e, não há deposição do pigmento azul. As 

colônias brancas, correspondendo aos clones recombinantes, foram transferidas para um 

tubo contendo 6ml de meio de cultura líquido 2xYT e 6µl de ampicilina (50µg/ml), e 

incubadas a 37°C por aproximadamente 12 horas, sob agitação.  

O DNA plasmidial foi extraído utilizando-se o o kit WisardTM Plus SV Minipreps 

DNA Purification System (Promega, Madison, EUA) seguindo as instruções do 

fabricante. 
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4.4. Sequenciamento de DNA 

Os produtos de PCR que apresentaram o tamanho esperado foram 

purificados por precipitação com acetato de amônio 7,5M e etanol 100% e 

sequenciados automaticamente pelo método dideoxi-terminal fluorescente 

utilizando-se o DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit (MegaBACE™ Amersham 

Pharmacia Biotech, NY, USA), no Sistema Molecular Dynamics MegaBACE 500 plus 

(Amersham Pharmacia Biotech, NY, USA) no laboratório de Biologia Molecular da 

Universidade de Brasília, ou na plataforma de seqüenciamento da EMBRAPA – 

CENARGEN utilizando-se o Kit ABI PRISM® BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing 

Ready Reaction (Applied Biosystems, Califórnia, EUA). As reações de 

sequenciamento foram realizadas com os mesmos iniciadores utilizados para a 

amplificação das amostras. Os plasmídios recombinantes obtidos da clonagem dos 

produtos amplificados das amostras com infecção por múltiplos tipos de HPV 

foram sequenciados diretamente utilizando-se os iniciadores universais M13, que 

anelam na sequência do vetor pGEM-T easy próximo ao sítio de clonagem 

múltiplo, amplificando, assim, a sequência introduzida.  

 

4.5. Análise das sequências de DNA obtidas 

A qualidade das sequências obtidas nas reações de sequenciamento automático 

foi analisada pelo programa PHRED (Ewing et al., 1998). As comparações foram 

realizadas usando-se o programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

(Altschul et al., 1990), disponível no sítio www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. As 

sequências foram analisadas quanto às divergências nucleotídicas em relação às 

sequências protótipos dos HPV-31 (número de acesso: J04353), -33 (número de acesso: 

M12732), -35 (número de acesso: M74117), -52 (número de acesso: X74481) e -58 

(número de acesso: D90400), disponíveis no GenBank, no sítio www.ncbi.nlm.nih.gov. 

O alinhamento das sequências protótipos e das amostras em ambas as orientações foi 

realizado pelo programa CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) e otimizado por 

inspeção visual do cromatograma gerado para cada sequência por meio do programa 

Chromas© (Technelysium Pty). As sequências de aminoácidos foram deduzidas e 

comparadas à sequência protótipo correspondente ao tipo dos isolados virais. A 

conservação das propriedades físico-químicas dos aminoácidos substituidos também foi 

verificada pelo programa BLAST.  
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As sequências da LCR dos isolados de HPV-31, -35, -52 e -58 foram utilizadas 

para a determinação da distância genética intratípica. Para tanto, a sequência de cada 

isolado de todos os tipos de HPV analisados foi comparada com as outras sequências 

caracterizadas neste estudo e, também, com aquelas disponíveis no GenBank do 

respectivo tipo viral. O mesmo procedimento foi aplicado às sequências de L1 dos 

isolados de HPV-33. As deleções e inserções detectadas foram consideradas como 

eventos únicos. As sequências dos variantes ainda não descritos na literatura foram 

depositadas no GenBank, com os seguintes números de acesso: LCR Bsb-36 - 

FJ202000; LCR Bsb-299 - FJ202001; E6 Bsb-216 - FJ202002; E6 Bsb-233 - FJ202003; 

L1 Bsb-23 - FJ202004; L1 Bsb-24 - FJ202005; L1 Bsb-31 - FJ202006; LCR Bsb-121 - 

FJ202007; LCR Bsb-15 - FJ202008; L1 Bsb-20- FJ202009; LCR Bsb-295 - FJ202010; 

LCR Bsb-329 - FJ202011; LCR Bsb-367 - FJ202012 (Anexo II). 

 

4.6. Predição de sítios de ligação para fatores de transcrição na LCR 

Prováveis sítios de ligação para fatores de transcrição na LCR dos HPV-31, -33, 

-35, -52 e -58 foram preditos utilizando-se as sequências protótipos de cada um dos 

cinco genótipos por meio do programa MATCH™ (Kel et al., 2003), disponível no sítio 

www.gene-regulation.com/pub/programs.html#match. O programa MATCH utiliza uma 

biblioteca de matrizes de nucleotídeos do programa TRANSFAC® 7.0 (Wingender et 

al., 1996) e procura sequências que combinem entre as matrizes de nucleotídeos que 

definem um sítio de ligação para um determinado fator de transcrição e uma sequência a 

ser analisada. Valores de cut-off e níveis de coincidência estabelecidos pelo programa 

foram utilizados a fim de minimizar o número de falsos negativos e falsos positivos. 

Nestas análises foram usadas as matrizes dos sítios de ligação dos fatores de transcrição 

AP-1, E2, GRE, NF-1, Oct-1, “TATA-box”, YY1, CEBP, Sp1 e c-Myc/c-Max, uma vez 

que já foi demonstrado que estes se ligam nas LCR dos HPV-16 e -18.   

 

4.7. Análise filogenética 

As sequências da LCR obtidas dos HPV-31, -35, -52 e -58 foram usadas na 

construção das árvores filogenéticas, juntamente com as sequências previamente 

descritas por Calleja-Macias et al. (2004, 2005) depositados no GenBank. Para a análise 

filogenética dos HPV-31, -35, -52 e -58 foram usados fragmentos da LCR de 503pb, 

514pb, 631pb, e 607pb, respectivamente. No total foram utilizadas para a análise 
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filogenética, 79 sequências de HPV-31, 51 de HPV-35, 71 de HPV-52 e 102 de HPV-

58.   

Para a análise filogenética do HPV-33 foram utilizados fragmentos de 330pb do 

gene L1 gerados neste estudo, além de sequências de isolados descritos por Stewart et 

al. (1996) depositadas no GenBank, totalizando 9 sequências. 

O alinhamento das sequências foi realizado por meio do programa CLUSTAL 

W (Thompson et al., 1994) e a construção das árvores filogenéticas pelo método de 

Máxima Parsimônia utilizando-se o conjunto de programas PHYLIP (Lake, 1987). Os 

valores de bootstrap foram calculados pelo método UPGMA com algorítmo Log Det e 

1000 réplicas. A sequência do outgroup utilizada em cada análise filogenética foi 

escolhida por meio da análise de Dot Plot no programa BioEdit (Hall, 1999). As árvores 

obtidas para os HPV-31, -35, -52 e -58 foram comparadas àquelas descritas por Calleja-

Macias et al. (2005). 

 

4.8. Análise da atividade transcricional do promotor de E6/E7 de variantes de 

HPV-58  

4.8.1.  Amplificação da LCR 

Inicialmente, as amostras contendo os três variantes moleculares e a sequência 

protótipo do HPV-58 (Matsukura e Sugase, 1990) foram clonadas em pGEM conforme 

descrito no item 4.3.1. Em seguida, estes plasmídios foram utilizados para a 

amplificação de um fragmento do genoma de 794pb correspondendo à LCR completa. 

As sequências dos iniciadores utilizados encontram-se na Tabela 3. 

 
Tabela 3. Iniciadores utilizados para a amplificação da LCR dos variantes de HPV-58. 

Iniciador * Posição nucleotídica**  Sequência do Iniciador*** 

H58LCR-F 7140 – 7158 cgtattGGTACCccattgtctgttgggtaat 

H58LCR-R 91 – 115 atgacgAAGCTTggccgtgcgttagctacac 

*  Os iniciadores estão na orientação 5’ → 3’. 
** Posições relativas à sequência protótipo do HPV-58 (número de acesso: D90400), disponível no 
GenBank.  
***  GGTACC e AAGCTT são as sequências reconhecidas pelas endonucleases de restrição KpnI e 
BamHI, respectivamente. 
 

  

As amplificações foram realizadas no termociclador MJ Research PTC-100 

(GMI, Minnesota, EUA), em um volume final de 50µL, contendo 50ng de cada 

plasmídio, 60mM de Tris-SO4 (pH=8,9), 18mM de (NH4)2SO4, 5mM de MgSO4, 
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250µM de dATP, dCTP, dTTP e dGTP (Invitrogen, Califórnia, EUA), 2U de 

PLATINUM Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, Califórnia, EUA) e 

200nM de cada iniciador. As seguintes condições foram adotadas: 40 ciclos de 

desnaturação a 95°C por 1minuto, anelamento a 51 ou 55°C por 1minuto e alongamento 

a 72°C por 2 minutos. A desnaturação do primeiro ciclo e o alongamento do último 

ciclo foram estendidos por 5 e 8 minutos, respectivamente. Os produtos de PCR 

obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com 

brometo de etídio a 0,5% para verificação da qualidade do DNA. 

Em seguida, os produtos de PCR foram purificados por meio do kit Wizard SV 

Gel and PCR Clean Up System (Promega, Madison, EUA), seguindo as instruções do 

fabricante. 

 

4.8.2.  Digestão dos produtos de PCR obtidos  

 Cada produto de PCR purificado foi digerido em uma reação contendo 1U de 

BamHI e 4µl do respectivo tampão de reação (Biolabs, Massachusetts, EUA) em um 

volume final de 15µl. A reação foi incubada por 12 horas a 37°C, sendo em seguida a 

enzima inativada pela purificação do DNA utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR 

Clean Up System (Promega, Madison, EUA), seguindo as instruções do fabricante. 

O DNA purificado foi digerido com 1U de KpnI e 4µl do tampão de reação (Promega, 

Madison, EUA) em um volume final de 15µl A reação foi incubada a 37ºC por 12 

horas, sendo em seguida a enzima inativada da mesma maneira anteriormente descrita. 

Além dos fragmentos de PCR, o vetor pGL3-Basic (Promega, Madison, EUA) foi 

digerido nas mesmas condições. 

 

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

 Anteriormente à ligação aos amplicons referentes à LCR completa dos variantes 

moleculares, o vetor pGL3-Basic foi tratado com fosfatase alcalina (Calf Instestinal 

Alkaline Phosphatase, Invitrogen, Califórnia, EUA), seguindo as instruções do 

fabricante, visando minimizar a sua re-circularização. A fosfatase alcalina foi inativada 

pela purificação do vetor utilizando-se o kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up 

System (Promega, Madison, EUA). Quatro microlitros do vetor e das amostras 

purificadas foram submetidos à eletroforese por eletroforese em gel de agarose 1% 
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corado por brometo de etídio a 0,5%, juntamente com o marcador Low DNA Mass 

(Invitrogen, Califórnia, EUA) a fim de quantificar os DNA obtidos.  

 Na reação de ligação foram utilizados de 25 a 50ng do produto de PCR digerido 

e de vetor de maneira que se pudesse obter uma relação 4 de fragmento:1 de vetor em 

número de moléculas. Para isso considera-se o tamanho dos fragmentos de DNA e as 

respectivas concentrações. A ligação foi realizada utilizando-se 1µl de T4 DNA ligase 

(400 U/µl, Biolabs, Massachusetts, EUA), 2µl de tampão de reação 10X em um volume 

final de 20µl a 16°C por 16 horas. Finalmente, a ligase foi inativada utilizando-se o kit 

Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega, Madison, EUA).  

 

4.8.4.  Transformação e obtenção dos plasmídios recombinantes 

 A tranformação foi realizada conforme descrito no item 4.3.2, exceto pela 

utilização de bactérias E.coli JM109. Os plamídios foram extraídos utilizando-se o kit 

WisardTM Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison, EUA), 

seguindo as instruções do fabricante. 

 

4.8.5.  Mutagênese Sítio-Dirigida 

Para a construção das sequências virais mutantes foi utilizado o kit GeneTailor 

Site-Directed Mutagenesis System (Invitrogen, Califórnia, EUA), de acordo com as 

intruções do fabricante. Foram utilizados como molde os vetores recombinantes 

contendo a LCR completa do variante Bsb-367 e da sequência protótipo do HPV-58, a 

montante do gene da luciferase, no vetor pGL3-Basic. Em resumo, 100ng de DNA de 

cada vetor foram incubados com DNA metilase a 37°C por 1 hora. O DNA metilado foi 

posteriormente amplificado em uma reação de PCR mutagênica utilizando-se dois 

iniciadores que se sobrepõe, sendo que um deles possui a mutação alvo. O produto desta 

reação é linear dupla fita. Os iniciadores utilizados para a amplificação dos vetores estão 

apresentados na Tabela 4. O nucleotídio marcado em negrito no iniciador HPV-58mut-F 

insere a mutação de G para A na posição 7788 na sequência da LCR dos plasmídios 

gerados. 
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Tabela 4. Iniciadores utilizados para a mutagênese sítio-dirigida da LCR de HPV-58.  

Iniciador * Posição nucleotídica** Sequência do Iniciador 

HPV-58 mut-F 7788 – 7801 aggtgtggactaaccgttttAggtcacattgttc 

HPV-58 mut-R 7757 – 7787 catttattgccaggtgtggactaaccgtttt 

*   Os iniciadores estão na orientação 5’ → 3’. 
** Posições relativas à sequência protótipo do HPV-58 (número de acesso: D90400), disponível no 
GenBank.  

 
 

 As amplificações foram realizadas em um volume final de 50µL, contendo 20ng 

de cada plasmídio, 60mM de Tris-SO4 (pH=8,9), 18mM de (NH4)2SO4, 5mM de 

MgSO4, 300µM de cada dNTP, 2U de Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity 

(Invitrogen, Califórnia, EUA) e 0,3µM dos iniciadores. Inicialmente, foram realizados 

25 ciclos de amplificação no termociclador MJ Research PTC-100 (GMI, Minnesota, 

EUA): 30 segundos de desnaturação a 94°C, 30 segundos de anelamento a 55°C e 7 

minutos de alongamento a 68°C. O primeiro ciclo foi precedido por 30 segundos a 94°C 

e o último ciclo foi estendido por 10 minutos a 68°C. Os produtos de PCR obtidos 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de 

etídio a 0,5% para verificação da qualidade do DNA. 

 Em seguida, 2µl do produto de reação foram transformados em bactérias E. coli 

DH-5α. Esta célula recirculariza o DNA linear mutado e a endonuclease McrBC 

bacteriana digere o DNA metilado, deixando apenas o produto mutado não metilado. 

Uma colônia para cada amostra foi crescida em meio 2xYT contendo ampicilina 

(100µg/ml) a 37°C por 12 horas, sob agitação vigorosa. Seguiu-se a extração do DNA 

dos vetores retrovirais utilizando-se o kit Wizard Plus SV minipreps DNA Purification 

System (Promega, Madison, EUA) seguindo instruções do fabricante.  

  

4.8.6.  Sequenciamento dos plasmídios 

 Todos os DNA extraídos foram submetidos ao seqüenciamento pelo método 

desenvolvido por Sanger et al. (1977) empregando-se o kit DYEnamic TM ET 

Terminator Cycle Sequencing Premix kit (Pharmacia, Califórnia, EUA) em um 

sequenciador automático ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer, 

Massachusetts, EUA). Para se obter a sequência completa do fragmento inserido no 
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vetor, foram utilizados para o seqüenciamento iniciadores complementares ao vetor 

pGL3-Basic (pGL5: 5’-TAGCAAAATAGGCTGTCCC-3’ e pGL3: 

3’TATGTTTTTGGCGTCTTC5’).  

 

4.8.7.  Isolamento do DNA dos vetores recombinantes em larga escala (Maxi-

preparação) 

 O DNA dos vetores recombinantes contendo a LCR dos três diferentes variantes 

moleculares e a sequência protótipo de HPV-58, além das duas construções mutantes 

obtidas foi isolado por maxi-preparação de acordo com Sambrook e Russel (2001). 

Inicialmente foi feito um esfregaço em placa de L.B.-agar 1,5% (10 g/L de triptona, 5 

g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl) contendo ampicilina a 100µg/ml de cada 

um dos crescidos bacterianos contendo os vetores construídos. Em seguida, uma colônia 

de cada vetor recombinante foi inoculada em 30ml de meio de cultura Terrific Broth 

(12g de triptona, 24g de extrato de levedura, 4ml de glicerol 89%, 100ml de solução 

KH2PO4 0,17M e K2HPO4 0,72M para 1 litro de solução) acrescido de ampicilina a 

100µg/ml, e crescido a 37°C, a 240 rpm até que a D.O.600 medida fosse 0,6. Nesse 

momento, 25ml de cada cultura citada foi incubada em 500ml de meio de cultura 

Terrific Broth acrescido de ampicilina a 100µg/ml por mais 12-16 horas, a 37°C, 240 

rpm, em frascos para cultura bacteriana com capacidade de 2 litros. A solução foi então 

centrifugada a 3000 rpm, por 15 minutos, a 4°C, sendo, em seguida descartado o 

sobrenadante. Cada pellet foi ressuspendido em 200ml de STE gelado (Tris-HCl 10mM, 

pH=8, NaCl 0,1M, EDTA 1mM), e centrifugado a 3000 rpm, durante 15 minutos, a 

4°C, e novamente o sobrenadante foi descartado. Cada pellet foi, então, ressuspendido 

em 18ml de solução de ressuspenssão (glicose 50mM, Tris-HCl 25mM, pH=8, EDTA 

10mM). Foram em seguida adicionados 2ml de lisozima a 10mg/ml, e 20ml de solução 

de lise (NaOH 0,2N, SDS 1%), e após mistura por inversão, foi incubado a temperatura 

ambiente por 7 minutos. Foram então adicionados 20ml de solução de neutralização 

(acetato de potássio 3M, 11,5ml de ácido acético glacial para 100ml de solução), e após 

mistura por inversão e incubação em gelo por 10 minutos, foi centrifugado a 5000 rpm 

por 40 minutos, a 4°C. Posteriormente o sobrenadante foi vertido em uma proveta e foi 

adicionado 0,6 vezes do volume medido de isopropanol, misturado bem e incubado por 

10 minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se uma centrifugação a 5000 rpm por 15 

minutos a temperatura ambiente; o sobrenadante foi descartado, o pellet lavado com 
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etanol 70%, e secado sobre papel toalha. Finalmente, o pellet foi ressuspendido em 3ml 

de tampão T.E., pH=8. Todo o procedimento foi realizado utilizando-se uma centrífuga 

Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge com um rotor Sorvall H1000B. 

 

4.8.8.  Purificação do DNA extraído por gradiente de densidade 

Após a extração por maxi-preparação, os DNA dos vetores recombinantes 

contendo a LCR dos três variantes moleculares e da sequência protótipo de HPV-58, 

além dos dois mutantes construídos, foram purificados por gradiente de centrifugação 

contínuo de cloreto de césio de acordo com Sambrook e Russel (2001). Para tanto, os 

pellets dissolvidos em tampão T.E. foram pesados e para cada grama de solução foi 

adicionado 1,01g de CsCl sólido (Invitrogen, Califórnia, EUA). Após a dissolução 

completa do sal na solução tampão-DNA, foram adicionados 100µl de brometo de 

etídio 10mg/ml para cada 5g de solução de DNA original. As amostras foram então 

centrifugadas na centrífuga Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge 

utilizando-se um rotor Sorvall H1000B, a 3000 rpm, por 5 minutos, a temperatura 

ambiente. Utilizando-se uma seringa descartável, a solução vermelha foi transferida 

para um tubo de ultracentrifugação (Ultra Clear Tubes, 16 x 76mm, Beckman), e os 

tubos foram preenchidos até aproximadamente 3cm da borda com solução de 1,01g de 

cloreto de césio por mililitro de tampão T.E. (pH=8), sendo o resto do tubo preenchido 

com óleo mineral (Nujol). Os tubos foram então fechados com as tampas apropriadas e 

centrifugados no rotor 50 Ti da ultracentrífuga Beckman L8-M, a 45000 rpm, a 20°C. 

Após 48 horas, em uma sala com pouca luz, a banda referente ao DNA dupla fita 

circular plasmidial foi removida utilizando-se uma agulha de 19G conectada a uma 

seringa de 5ml de capacidade. Essa solução contendo os DNA de interesse foi 

transferida para um tubo de polipropileno, e o brometo de etídio foi removido por 

sucessivos ciclos de adição de n-butanol saturado, mistura, centrifugação a 3000 rpm e 

retirada da fase orgânica, até que a solução contendo o DNA estivesse completamente 

transparente (aproximadamente 4 ciclos).  

 Com o objetivo de retirar o cloreto de césio das soluções de DNA, estas foram 

dialisadas em 2 litros de tampão T.E. 1X utilizando-se os tubos para diálise Prepared 

Dialysis Tubing (BRL), por 20 horas, durante as quais o tampão T.E. foi trocado por 3 

vezes. A solução com DNA foi então removida do tubo de diálise e precipitada por 12 

horas a -70°C, com 2,5 volumes de etanol 100% e 0,1 volumes de acetato de sódio 3M. 
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Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12.000rpm, a 4ºC e por 30min. Os pellets 

de DNA foram lavados com etanol 95%, repetindo-se a etapa de centrifugação nas 

mesmas condições, e, então, foram ressuspendidos em 3ml de água destilada e 

deionizada. Posteriormente, os DNA foram novamente sequenciados, e a D.O.260 foi 

medida para estimativa da concentração da solução. 

 

4.8.9.  Cultura celular da linhagem C33 

As células C33 (queratinócitos derivados de carcinoma de colo de útero HPV 

negativo e p53 mutado) (ATCC n° HTB-31) foram cultivadas em meio DMEM 

(Dulbecco´s Modified Eagle Medium, Invitrogen, Califórnia, EUA) suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), ou meio D10. As células foram mantidas em estufa 

úmida, a 37°C, e com 5% de CO2. Para o congelamento, aproximadamente 106 células 

foram congeladas em 1ml de meio de cultura D10 acrescido de SFB 10% e 

dimetilsulfóxido 10% (DMSO, Sigma Aldrish, Missouri, EUA). 

 

4.8.10. Transfecção da linhagem celular C33 

 Além dos vetores contendo a LCR dos variantes da sequência protótipo e das 

construções mutantes de HPV-58, também foram transfectados plasmídios contendo a 

sequência da LCR dos HPV-16 (número de acesso: K02718) e -18 (número de acesso: 

X05015) protótipo. As transfecções foram realizadas com o uso de lipofectamina 

(Invitrogen, Califórnia, EUA) em placas de cultura de células de 10cm de diâmetro 

(Corning, Massachussetts, EUA). Inicialmente, 4x106 células foram plaqueadas em 

10ml de meio D10. As células foram incubadas a 37°C com 5% de CO2 por 

aproximadamente 24 horas. Misturam-se 4µg de cada vetor pGL3 recombinante a 1µg 

do vetor pCMV-βGal (McGregor e Caskey, 1989) em DMEM, volume final de 100µl, 

sendo o último vetor utilizado como controle interno da eficiência da transfecção. Todos 

os plasmídios foram transfectados em triplicata, em um total de no mínimo sete 

experimentos. Em outro tubo foram misturadas 50µl de lipofectamina (1mg/ml) a 50µl 

de DMEM por placa a ser transfectada. Essas misturas foram incubadas a temperatura 

ambiente por 15 minutos. Após esse período, 100µl da mistura contendo DNA dos 

vetores e DMEM foi misturada à 100µl da mistura contendo lipofectamina e DMEM; 

essa nova mistura foi incubada a temperatura ambiente por mais 15 minutos. As células 

foram lavadas com 5ml de DMEM. Em seguida, às misturas de lipofectamina e DNA 
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supracitadas foram adicionados 4,5ml de DMEM, e esta foi gotejada cuidadosamente 

sobre as células. As células foram incubadas a 37°C com 5% de CO2 por 6 horas, e o 

meio de transfecção foi substituído por 10ml de D10 por 48 horas. Como controle 

negativo foi transfectado o vetor pGL3 recombinante na ausência do vetor pCMV-βGal 

e vice-versa. Em uma placa não foi transfectado nenhum dos vetores, sendo somente 

adicionada a lipofectamina. 

 

4.8.11. Ensaio de Luciferase e ββββ-Galactosidase 

 Após 48 horas da transfecção, as células foram lavadas 2 vezes com 5ml de PBS 

1X a temperatura ambiente. Em seguida, foi pingado sobre as placas 900µl de Repórter 

Lysis Buffer (Promega, Madison, EUA) e incubado por 15 minutos. Foi passado um 

scraper sobre as células e o lisado foi transferido para um tubo eppendorf. Seguiu-se 

uma centrifugação a 12.000rpm por 1min e o sobrenadante foi transferido e utilizado 

nos ensaios, sendo depois armazenado a -70°C. A concentração de proteína extraída 

desta maneira foi medida por reação com o reagente de Bradford (Bio-Rad, Califórnia, 

EUA), e leitura a 595nm em um microplate Benchmark (Bio-Rad, Califórnia, EUA ).  

 Para o ensaio de luciferase foi utilizado o kit The Promega luciferase assay 

system (Promega, Madison, EUA) conforme instruções do fabricante. Em resumo, 20µl 

do lisado foram adicionados a 50µl de luciferase assay reagent e as leituras de unidades 

relativas de luciferase foram feitas em um luminômetro Monolight 3010 (Analytical 

Luminescence Laboratory).  

 Para o ensaio de β-Galactosidase foi utilizado o kit The Promega β-

Galactosidase enzyme assay system (Promega, Madison, EUA) conforme instruções do 

fabricante. Os ensaios foram realizados em placas de 96 poços. A 50µl do lisado foram 

adicionados 50µl de Assay 2X Buffer. A mistura foi incubada a 37°C até que fosse 

observada a coloração amarela na mistura. Em seguida a reação foi inativada por adição 

de 150µl de Na2CO3 1M. A atividade relativa da enzima β-Galactosidase foi medida por 

leitura a 420nm em um microplate Benchmark (Bio-Rad, Califórnia, EUA). 

 

4.8.12.  Análise estatística 

 As atividades relativas de luciferase obtidas dos extratos de células transfectados 

com o HPV-16, -18 e os variantes moleculares e mutantes de HPV-58, foram 

normalizadas com os valores obtidos no ensaio de β-Galactosidase e Bradford. 
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Inicialmente, foi realizado o teste de homogeneidade de variâncias, e como observou-se 

que as médias não eram homogêneas, optou-se por utilizar o teste não-paramétrico 

Wilcoxon Rank-Sum para comparação das médias dos diferentes grupos. Um valor de p 

menor que 0,05 foi considerado como significativo. Todas as análises estatísticas foram 

realizadas utilizando-se o sistema estatístico R (R Development Core Team, 2007).  
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5. Resultados 

5.1. Caracterização das amostras  

Foram analisadas as regiões genômicas LCR, E6 e L1 de amostras de HPV-31, 

-33, -35, -52 e -58 provenientes do Distrito Federal, cujas características estão 

descritas na Tabela 5.  

 

Tabela 5.  Dados da análise citológica, idade das pacientes e co-infecção com 
diferentes tipos de HPV de amostras de HPV-31, -33, -35, -52 e -58 coletadas no 
Distrito Federal.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tipo de HPV Amostra Análise Citológica* Co-infecção** Idade
Bsb-36 Normal - 32
Bsb-133 Normal - 36
Bsb-140 NICII - 24
Bsb-193 NICII HPV-31 e -33 29
Bsb-216 NICIII - 37
Bsb-227 NICIII - 65
Bsb-233 *** - ***
Bsb-299 NICII - 21
Bsb-330 NICII - 35
Bsb-350 NICIII - 27
Bsb-358 NICIII - 20

Bsb-370 NICIII - 37

Bsb-23 Normal - 24
Bsb-24 NICII HPV-33 e -66 29
Bsb-31 HPV - 53
Bsb-98 NICIII HPV-33, -16 e -39 25
Bsb-193 NICII HPV-33 e -31 29
Bsb-369 HPV - 29

Bsb-404 HPV HPV-33, -66 e -61 20

Bsb-56 ASCUS - 24
Bsb-59 NICIII - 27
Bsb-74 HPV - 44
Bsb-82 Normal HPV-35 e -18 36
Bsb-121 NICI - 24

Bsb-185 NICIII HPV-35 e -58 53
Bsb-15 Normal - 47
Bsb-20 HPV HPV-52 e -11 36
Bsb-86 HPV - 25

Bsb-406 HPV - 55

Bsb-93 NICI - 26
Bsb-128 HPV HPV-58 e -53 28
Bsb-185 NICIII HPV-58 e -35 53
Bsb-204 HPV - 39
Bsb-271 NICIII - 34
Bsb-295 CAESCA - 57
Bsb-329 NICIII - 35

Bsb-367 NICIII - 33

HPV-58

HPV-31

HPV-33

HPV-35

HPV-52

 
* HPV: Efeito citopático compatível com  infecção por HPV; ASCUS: Células atípicas de significado 
indeterminado; NIC I: Neoplasia intraepitelial de grau I; NIC II: Neoplasia intraepitelial de grau II; NIC III: 
Neoplasia intraepitelial de grau III; CAESCA: carcinoma escamoso. ** Infecção por mais de um tipo de HPV em 
uma mesma amostra. O hífen indica infecção por um único tipo viral. *** Dados indisponíveis.  
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A maioria das amostras analisadas foi obtida a partir de lesões cervicais, sendo que 

algumas apresentavam co-infecção por mais de um tipo viral. Apenas uma parte do total de 

amostras pode ser analisada nas três regiões genômicas, LCR, E6 e L1, devido à 

quantidades insuficientes de DNA ou falhas na amplificação do DNA. 

 

5.2. Predição de sítios de ligação para fatores de transcrição na LCR 

As Figuras 18 a 22, mostram o mapeamento dos potenciais sítios de ligação de 

fatores de transcrição na LCR, gerado pelo programa MATCH™, utilizando-se as 

sequências protótipo para cada tipo de HPV. Foram analisados sítios de ligação 

previamente observados nas LCR dos HPV-16 e -18 e cujas matrizes estavam disponíveis 

no programa TRANSFAC®.  

As LCR dos HPV-31, -33 e -52 apresentaram quatro sítios de ligação para a 

proteína viral E2, permindo a divisão da LCR em três segmentos distintos: 5’, enhancer e 

3’ (O’Connor et al., 1995). No entanto, as sequências da LCR dos HPV-35 e -58 

apresentaram três e cinco sítios, respectivamente.  

Em relação aos sítios de ligação para fatores transcricionais celulares, de maneira 

geral, foram observadas semelhanças entre a composição da LCR dos tipos analisados, 

incluindo um grande número de sítios de reconhecimento para os fatores repressores da 

transcrição viral YY-1 e C/EBP, e para Oct-1, um ativador transcricional. Por outro lado, 

foram observadas diferenças, como a ausência dos sítios de ligação para Sp-1 e AP-1 nas 

LCR dos HPV-33 e -31, respectivamente, além da ausência do TATA-box na LCR dos 

HPV-33 e -52. O elemento de resposta a glicocorticóide (GRE) foi observado apenas na 

LCR do HPV-52 e o sítio de ligação para cMyc/cMax não foi detectado nas LCR dos tipos 

virais analisados. 
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                                                                        <----------------YY1                      <-------...YY1 
  tggatgtgtatgtaatacatgtgtctgtatgtgtatgtgcttgtgctgtattgtatatgtgtgTgtttgtgtgttatatatggtatatgtatgtttatgtatgcgtgtgtacttgtatat   7186 
  ---------YY1                   -------------->OCT1  
                                         <----------------YY1  
  atgtatagtatgttatgtgtgtatgtatgctatgtatgttaataaatatgtgtatacctgtgtgtgttgtgtatgttgtccttatatacaccctattagtaacatactattactatttta   7306 
                                              ---------------->YY1                 ---------------->YY1         
                                                                                                                   <------...OCT1 
                                                                                                                   -------...CEBPB 
                                                                                                                   <------...CEBPB 
  taaactattgttcctacttgttcctacttgttcctgctcctcccaatagtcatgtacttatttctgcctataatttaggtgtcacgccatagtaaaagttgtacacccggtccgtttttt   7426 
            ---------------->YY1                   
  --------OCT1                 ---------------->YY1                   <----------------YY1  
  ------>CEBPB                                     
  -------CEBPB                                    --------------->E2  
                                                  <---------------E2  
  gcaactaaagctactccattttgattttatgcagccattttaaatccctaaccgttttcggttgcattgtttaaacatgctagtacaactatgctgatgcagtagttctgcggtttttgg   7546 
           <-----------------NF1                   <-----------------NF1                           ---------------->YY1 
                                           <---------SP1                       <--------------OCT1            
  tttcctgaatactagtttttgccaacattctggcttgtagtttcctgcctaacacaccttgccaacatataatccagtccaactttgcaattatactatgaatcatgtttgtttaaatac   7666 
                       ---------------->YY1                       ---------------->YY1                         <----------...OCT1 
                                                                                                                   -------...YY1 
  aactgtagttcaactatgtgtcatgcacatatattatattatcctacacaccttaaactgcttttaggcacatattttgtagattatctatatccttgattgcagtgctggcttttgcac   7786 
  ----OCT1                                       ---------------->YY1                                                 <---...TATA 
  --------->YY1                                              ------------->OCT1                                 
                                                             <--------------OCT1                                
                                                               ---------------->YY1                             
                                                               <--------------OCT1  
                                                                                 --------------->E2  
                                                                                 <---------------E2 
  atgtttaaactgccaaggttgtgtcatgcattataaataagttgtatgttactcatataattaattgcatataggtattacaccgttttcggttacagttttacaagcaattgttctttt   7906 
  ------TATA                                                                               ------------->CEBPB 
                        --------->TATA                                                     <-------------CEBPB 
                                           --------------->E2  
                                           <---------------E2  
                                                         --------------->E2  
                                                         <---------------E2  
  tatacttaataataataatcttagtataaaaaagtagggagtgaccgaaagtggtgaaccgaaaacggttggtatataaagcacatagtattttgtgcaaacctacagacgcc   107 
 
Figura 18.  Mapeamento de potenciais sítios de ligação de fatores de transcrição na LCR do HPV-31 protótipo. Em azul estão descritos os nomes dos fatores de 
transcrição sendo a extensão de cada sítio indicada por hífens que demarcam a localização do mesmo na sequência de nucleotídeos da LCR abaixo. A direção da seta indica o 
sentido da fita de DNA na qual cada fator possívelmente se liga, sendo que o símbolo -> indica o sentido 5’-3’ e <-, o sentido 3’-5’.  
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  ------------->CEBPB                                                                                          
   <-------------CEBPB                                                                                          
  cactttgtgtaattgtgttatgttgttgttttgttctgtctatgtactttgtgttgttgtgttgtgttgttgtttgttttttgtgtatgtgttacaatgtatgttatgttgtatgttact   7213 
                          ---------------->YY1               <----------------YY1                   <--------------OCT1 
                                                                 -------------->OCT1                                <-----...YY1 
  gtgtttgttttatgtgtacttgtttgtgtgcatgttctatgtacttgtcagtttcctgtttgtgtatatgttaataaaacattgtgtgtatttgttaaactatttgtatgtatgttatgt   7333 
                                    ------------->CEBPB                        <----------------YY1  
  -----------YY1                                                                           ---------------->YY1 
          <----------------YY1                                                                           ------------->CEBPB 
  atatgggtgtacctatatgagtaaggagttgtattgcttgccctaccctgcattgcaatgtacctacctttatttccctatatttgtagtacctacatgtttagtattgctttacctttt   7453 
          ---------------->YY1                   
                             ---------------->YY1              ----------------->NF1                                                 
                                                <---------------E2  
                                                --------------->E2  
                                                             <--------------OCT1  
  gacatactagtgtccatattgtacaatttcctccattttgtatgcctaaccgttttcggttacttggcatacataccctatgacattggcagaacagttaatccttttctttcctgcact   7573 
             ------------->CEBPB                                                            ------------->CEBPB 
                    <--------------OCT1                                                               ---------->AP1 
                      ----------------->NF1                                                            ---------------->YY1 
                                                                                                              <-----------...YY1 
  gtgtttgtctgtacttgctgcattggcatacataccctatgacattggcagaacagttaatccttttctttcctgcactgtgtttgtctgtacttgctgcattgactcatatatacatgc   7693 
     -------------->OCT1                          ---------------->YY1                     ----------------->NF1 
                                                                                               ------------->CEBPB 
                                                                                               <-------------CEBPB 
  -----YY1                                                                                                <---------------...NF1 
      ------------->CEBPB                                                                                  <--------------...OCT1 
      <-------------CEBPB                                                                                                  
  agtgcaattgcaaaatacttaattgtactaatagtttacacatgcttttaggcacatatttttactttactttcaaaccttaagtgcagttttggcttacacaattgctttgtatgccaa   7813 
                 <----------AP1                     <---------------E2                                  -------------->OCT1                                                    
                                                            ---------------->YY1  
  --NF1                                                              ---------------->YY1  
  actatgccttgtaaaagtgagtcactacctgtttattaccaggtgtggactaaccgttttaggtcatattggtcatttataatcttttatataatagtaaactataatgccaagttttaa   24                             
              --------------->E2                     ---------------->YY1  
              <---------------E2               
                             <---------------E2  
                             --------------->E2                              
                                      ---------------->YY1  
  aaaagtagggtgtaaccgaaagcggttcaaccgaaaacggtgcatatataaagcaaacattttgcagtaaggtactgcacgact   108 
 
Figura 19.  Mapeamento de potenciais sítios de ligação de fatores de transcrição na LCR do HPV-33 protótipo. Em azul estão descritos os nomes dos fatores de 
transcrição sendo a extensão de cada sítio de ligação indicada por hífens que demarcam a localização do mesmo na sequência de nucleotídeos da LCR abaixo. A direção da seta 
indica o sentido da fita de DNA na qual cada fator possivelmente se liga, sendo que o símbolo -> indica o sentido 5’-3’ e <- o sentido 3’-5’. 
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                                                                                <----------------YY1         
                                                                                                                 <--------...CEBPB 
                                                                                                                 ---------...CEBPB 
  tgtgtaaatgtgtatgcatgtatactgtgtgttatgtgttgtagtgcttgtatatatattatgtgttgtggtgcctgtttgtgttgtacatggcgtgtaaatgtgtgtataatattgtgc   7229 
                    <--------------OCT1                                                              <---------------- YY1 
  -----CEBPB                                <-------------OCT1                                                    --------... YY1 
  ---->CEBPB                                                                                                               
  aatgtgttgtacgtgggtgttttttgtatgtatgttgttgtatgtatgtcagtacgcaataaaagtgatgtgtgtgtttataattaacactgtattgttgtatgactatgggtgcaccca   7349 
                                                   ---------------->YY1                     
  -------->YY1                                                           <--------------OCT1                --------------...NF1 
  <-----------------CEBPB     
     ------------->CEBPB                                                                   <---------------E2  
     <-------------CEBPB                                                                    --------------->E2  
  tatgacttacataattacagtacacgctatatgttgtatataacaattctacctccattttgtgtgttagtgtcctttacattacctttcaaccgatttcggttgctgttggcaagcttt   7469 
                                                              <-----------------NF1                         --------------...YY1 
  --->NF1                                                                          <-----------------NF1  
                                                                                   ----------------->NF1  
  atatgttttttacaaaaacattcctacctcagcagaacacttaatccttgtgttcctgatatatattgtttgccaactttatattggcttttgccaatctttaaacttgattcatcttgc   7589 
  -->YY1                                                        ---------------->YY1                         <------------...OCT1 
    <----------AP1                                                       <--------------OCT1                   -----------...YY1 
     ---------------->YY1                                                       <-------------CEBPB  
          <--------------OCT1                                                                                              
  agtattagtcatttttcatacttgtggtccacccacacttgtaacacttgtaacagtgcttttaggcacatattttttgcatttctaaagggctttaattgcacacttggctttacatat   7709 
  --OCT1                 <-----------------NF1                                      ------------->OCT1  
  ----->YY1                    <---------SP1                                           <----------------YY1  
  <-----------------NF1                        <----------------YY1                                                <------...OCT1 
                                                       -------------->OCT1                                      
  tatgtgtgtttgccaacaccaccctacacatcctgccaactttaagttaaaacatgcatgtaaaacattactcactgtattacacattgttatatgcacacaggtgtgtccaaccgattt   7829 
                                                     --------->TATA      <---------------E2                                                                         
  --------OCT1                                                           --------------->E2                                                                  
                                                                                        <---------------E2  
                                                                                        --------------->E2  
                                                                                                   ---------------->YY1 
                                                                                                      --------->TATA 
  ggattacagttttataagcatttctttttattatagttagtaacaattatccctataaaaaaaacagggagtgaccgaaaacggtcgtaccgaaaacggttgccataaaagcagaagtgc   70 
  acaaaaaagcagaagtggacagacattgtaaggtgcggt   109 

 
Figura 20.  Mapeamento de potenciais sítios de ligação de fatores de transcrição na LCR do HPV-35 protótipo. Em azul estão descritos os nomes dos fatores de 
transcrição sendo a extensão de cada sítio indicada por hífens que demarcam a localização do mesmo na sequência de nucleotídeos da LCR abaixo. A direção da seta indica o 
sentido da fita de DNA na qual cada fator possivelmente se liga, sendo que o símbolo -> indica o sentido 5’-3’ e <- o sentido 3’-5’.  
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        ------------->CEBPB             -------------->OCT1                  <-------------CEBPB              -----------...YY1 
         <-------------CEBPB                                      ---------------->YY1                       <------------...OCT1 
                                                                              ------------->CEBPB               
  ccattgtctgttgggtaattgtctgtgtcatgtatgtgttgtgtatgtcaaacacaggttaaaaggtaaccattgtttgttatgtaattgttttgtgtgtgtactgtgttgtttgcatgt   7274 
  ----->YY1                           <----------AP1                                     ------------->CEBPB  
  --OCT1                                                                                                                   
          ---------------->YY1                                                                                             
  tatgtatgtgtgtgcatgtttgttgtatttgtcagttcctgtatgtatgttttgtgtatgtattaataaagtactgtatttactaaactatttatagtagtcttatgttatgttatggtt   7394 
                                              <---------SP1                                                        -------...YY1 
                                                                 <---------SP1                                  
  gcacccacatgagtaacaatacagttgctcctaatctattgcatctcctgccctaccctgtgtcccctgccctaccctgtgtcctactttgttacactactaattagccttatactctcc   7514 
  --------->YY1                         --------------->E2                    ----------------->NF1  
     ---------------->YY1               <---------------E2                                                  <-------------CEBPB 
                      ---------------->YY1                                         
  attttgtaccattttgtactatccaccattttaaatcctaaccgaattcggttggtcttggcacaactttggttgtccttggcacagtaacaactatttttatataagtttcagcaaact   7634 
                                              <---------SP1                                         <-----------------CEBP 
                                                         ---------->AP1                                <-------------CEBPB 
                                                                    ---------->AP1                     ------------->CEBPB 
                                                                                                                 ---------...YY1 
  gcttaatcctttggtttcctgcagtccactggtctacacttgttgtcccgcctaaactgacttcttgctgactcacaggtcctgcagtgcagctaaacaatacattgcctaacattgcat   7754 
                 ---------------->YY1                          ------------->CEBPB                <----------------YY1 
                                                                                    <----------------YY1  
                                                                                                                           
  ------->YY1  
  gttttaaactgcttttaggcacatattttatttaaactttcaatgcactaattacagtgttggcttacacaagtacatcctacgccaaatatgtcttgtaaaacatgattaaatactgtt   7874 
                       <---------------E2                                                                <---------------E2 
                       --------------->E2                                                                --------------->E2 
                                                                                                                        --...E2 
                                                                                                                        <-...E2                                                                                                                        
  actcaccaggtgtgcactacacgaccggttacggttaccgtacccacaaccacttttttttataattataaattataatcttatactagtaaaaaatagggtgtaaccgaaaacggtcag   52 
                       <---------------GRE                                          
                                                    
  ------------->E2  
  --------------E2  
   
  accgaaaccggtgtatatatatagaacacagtgtagctaacgcacggcc   101 
 
Figura 21.  Mapeamento de potenciais sítios de ligação de fatores de transcrição na LCR do HPV-52 protótipo. Em azul estão descritos os nomes dos fatores de 
transcrição sendo a extensão de cada sítio indicada por hífens que demarcam a localização do mesmo na sequência de nucleotídeos da LCR abaixo. A direção da seta indica o 
sentido da fita de DNA na qual cada fator possivelmente se liga, sendo que o símbolo -> indica o sentido 5’-3’ e <- o sentido 3’-5’. 
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            ---------------->YY1  
  cctactacccgtgcaccatccaccaaacgcaaaaaggttaaaaaataattgttgtggtacttacactattttattatacatgtttgtttgttttatgtatgtgttgtctgtttgtttatg   7211 
   <----------------YY1              ---------------->YY1                 <----------------YY1                <-----------...OCT1 
  tttgtgtatatgttgtatgtgttatgtgtcatgtttgtgtacatgttctatgtccttgtcagtttcctgtttctgtatatatgtaataaactattgtgtgtattgtaaactatttgtatt   7331 
  ---OCT1                           ------------->CEBPB                         <--------------OCT1                     --...YY1 
                                              <---------SP1                                       <---------TATA 
                                                   <---------SP1  
  gtttgggtgtatctatgagtaaggtgctgtccctaaattgccctaccctgccctgcctattatgcatacctatgtaatagtatttgtatgatatgtattttatagtttttaacagtactg   7451 
  -------------->YY1                
                ---------------->YY1  
                                   --------------->E2  
                                   <---------------E2  
                                    
  cctccattttactttacctccattttgtgcatgtaaccgatttcggttgctggcacaaacgtgttttttttaaactacaatttaaacaatacagttaatcctttcccttcctgcactgct   7571 
          <--------------OCT1               <-------------CEBPB                         ---------------->YY1  
                    ---------->AP1                                       <----------------YY1  
                     ---------------->YY1  
                            <----------------YY1  
                                            ------------->CEBPB  
                                              <----------------YY1  
  tttgcctatacttgcatatgtgactcatatatacatgcagtgcagttgcaaaatgtttaattatactcatagtttaaacatgcttataggcacatattttaacttactttcaatgcttaa   7691 
        ----------------->NF1                         ---------->AP1         <---------------E2  
            <-------------CEBPB                                                         <---------------E2  
            ------------->CEBPB                                                                          ---------------->YY1 
                                                                                                                   -------...YY1 
  gtgcagttttggcttgcacaatagtttgttatgccaaactatgtcttgtaaaagtgactcactaacatttattgccaggtgtggactaaccgttttgggtcacattgttcatgtttcaac   7811 
                     -------------->OCT1                            
                                                    --------------->E2  
                                                    <---------------E2  
  --------->YY1                                      
                                                                   <---------------E2  
                                                                   --------------->E2                                                                   
                                                                            ---------------->YY1  
  attttatataatactaaactataatgccaaatcttgtaaaaactagggtgtaaccgaaaacggtctgaccgaaaccggtgcatatataaagcagacattttttggtaggctactgcaggact   109 

 

Figura 22.  Mapeamento de potenciais sítios de ligação de fatores de transcrição na LCR do HPV-58 protótipo. Em azul estão descritos os nomes dos fatores de 
transcrição sendo a extensão de cada sítio indicada por hífens que demarcam a localização do mesmo na sequência de nucleotídeos da LCR abaixo. A direção da seta indica o 
sentido da fita de DNA na qual cada fator possivelmente se liga, sendo que o símbolo -> indica o sentido 5’-3’ e <-, o sentido 3’-5’.  
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5.3. HPV-31 

A Figura 23 apresenta as variações nucleotídicas encontradas na LCR e nos genes 

E6 e L1 das amostras de HPV-31. Na análise de sequência da LCR de doze isolados, foram 

detectados cinco variantes compreendendo treze variações nucleotídicas pontuais em 

relação à sequência protótipo do HPV-31. Dentre estas, onze substituições nucleotídicas 

foram previamente descritas por Gagnon et al. (2005) e Calleja-Macias et al. (2004). As 

substituições de G para C e A para C nas posições 7860 e 3, respectivamente, ainda não 

estão descritas na literatura. Na posição 7860, além da variação de G para A já relatada na 

literatura, foi detectada a variação de G para C. Nesta posição localiza-se um potencial 

sítio de ligação de YY1 e Oct-1 (Figura 23). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figura 23.  Variabilidade genética da LCR e dos genes E6 e L1 de isolados de HPV-31. Em cinza, 
nucleotídeos conservados em relação à sequência protótipo; hachurado, variações nucleotídicas previamente 
relatadas na literatura (Calleja-Macias et al., 2004; Gagnon et al., 2005; Garbuglia et al., 2007), e em negrito, 
variações de nucleotídeos não descritas na literatura e substituições de aminoácidos não-conservativas. Os 
novos variantes moleculares detectados neste estudo estão marcados com asteriscos. Ref: sequência protótipo 
do HPV-31; ND: sequência não determinada, H: histidina, Y: tirosina, A: alanina, V: valina, R: arginina, G: 
glicina.  
 

 

Entre os onze isolados em que foi analisada a sequência do gene E6, foram 

detectados seis variantes moleculares diferentes. Entre estes, quatro variantes aprentaram 

três substituições ainda não descritas na literatura (Figura 23). As variações nas posições 

305 e 306 são silenciosas, enquanto aquela na posição 537 leva a uma substituição de 

aminoácido não conservativa de arginina (R) para glicina (G) no códon 144. Na sequência 
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de L1 de dez isolados de HPV-31, foram detectadas seis variações nucleotídicas já 

descritas na literatura entre os quatro diferentes variantes moleculares detectados.  

A análise filogenética da LCR do HPV-31 foi realizada baseada na sequência de 

um fragmento de 503pb de 79 isolados, dos quais doze eram oriundos do Distrito Federal e 

as demais sequências foram obtidas no banco genômico GenBank, depositadas por Calleja-

Macias et al. (2004). Dez isolados do Distrito Federal ficaram próximos da sequência 

protótipo do HPV-31, mas em um ramo com valor de boostrap abaixo de 50%. Isso 

também foi observado com os isolados Bsb-36 e Bsb-216 que agruparam em um ramo com 

valor de bootstrap baixo, porém, distinto de onde a sequência protótipo do HPV-31 se 

localizou (Figura 24).  
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Figura 24.  Análise filogenética do HPV-31. Em adição às amostras analisadas neste estudo (amostras 
marcadas com asteriscos para facilitar a localização) foram utilizadas amostras descritas por Calleja-Macias 
et al. (2004). As siglas que antecedem o número das amostras indicam a procedência geográfica: São Paulo, 
Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei, México (MX); Cidade do Cabo, África do Sul (SA); Estados 
Unidos (USA); Marrocos (MR); Noruega (NW); Mali (ML); Timor-Leste (TL); Taipei, Taiwan (TW). 
Árvore de Máxima Parsimônia enraizada com o HPV-35 como grupo externo. Os valores nos ramos 
correspondem aos valores de bootstrap calculados pelo método UPGMA e algoritmo LogDet e 1000 réplicas. 
São mostrados valores de bootstrap acima de 50%. O valor da barra de escala no canto esquerdo inferior 
representa a distância genética em substituições por nucleotídeo do fragmento analisado. A sequência do 
HPV-31 protótipo está destacada por um retângulo. 
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5.4. HPV-33 

Foram analisadas as sequências da LCR de duas amostras de HPV-33, 

caracterizando dois variantes distintos com 16 variações nucleotídicas: 15 substituições 

pontuais e uma deleção de 78pb. Seis substituições nucleotídicas ainda não descritas na 

literatura estão localizadas sobrepostas a potenciais sítios de ligação para os fatores de 

transcrição YY1, Oct-1 e E2. A deleção de 78pb detectada nos isolados Bsb-23 e Bsb-31 

leva à perda de potencias sítios de ligação para YY1, NF-1 e C/EBP (Figura 25).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 25.  Variabilidade genética da LCR e dos genes E6 e L1 de isolados de HPV-33. Em cinza, 
nucleotídeos conservados em relação à sequência protótipo; hachurado, variações nucleotídicas previamente 
relatadas na literatura (Stewart et al., 1996; Xin et al., 2001; Gagnon et al., 2004; Khouadri et al., 2006) e em 
negrito, e em negrito, variações de nucleotídeos não descritas na literatura e substituições de aminoácidos 
não-conservativas. Os novos variantes moleculares detectados neste estudo estão marcados com asteriscos. 
Ref: sequência protótipo do HPV-33; D: Deleção de 78pb, ND: sequência não determinada, K: lisina, N: 
asparagina, H: histidina, E: glutamato, D: aspartato. 

 
 

A análise da sequência do gene E6 de seis isolados de HPV-33 revelou dois 

variantes compreendendo três alterações nucleotídicas pontuais. As substituições 

nucleotídicas de A para C na posição 364 leva à substituição de aminoácido conservativa 

de asparagina (N) para histidina (H) no códon 86, e na posição 213, à substituição não 

conservativa de lisina (K) para asparagina (N) no códon 35 (Figura 25). Todas as 

substituições detectadas no gene E6 já foram previamente descritas por Xin et al. (2001).  

Em relação à sequência de um fragmento do gene L1, foram analisados sete 

isolados que apresentaram três variantes distintos (Figura 25). Foram detectadas duas 

variações nucleotídicas ainda não descritas na literatura nas posições 6544, de A para G, e 

6748, de A para C, que leva à substituição de aminoácido conservativa de glutamato (E) 

para aspartato (D) no códon 385. O isolado Bsb-23 apresentou o maior número de 

variações.  
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Uma vez que as sequências da LCR de HPV-33 descritas em outros estudos, até o 

momento, não estão disponíveis no GenBank, a análise filogenética deste tipo viral foi 

realizada baseada nas sequências de um fragmento do gene L1 de cinco isolados de HPV-

33 do Distrito Federal, além de sequências de L1 depositadas no GenBank por Stewart et 

al. (1996) (Figura 26). No total, foram utilizadas sequências de 449pb de 9 isolados de 

HPV-33. Na árvore filogenética construida, não foram observados agrupamentos com 

valor de bootstrap significativo.  
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Figura 26.  Análise filogenética de L1 do HPV-33. Em adição às amostras analisadas neste estudo 
(amostras marcadas com asterisco para facilitar a localização) foram utilizadas amostras analisadas por 
Stewart et al. (1996). Árvore de Máxima Parsimônia enraizada com o HPV-35 como grupo externo. Os 
valores nos ramos correspondem aos valores de bootstrap calculados pelo método UPGMA e algoritmo 
LogDet e 1000 réplicas. São mostrados valores de bootstrap acima de 50%. O valor da barra de escala no 
canto esquerdo inferior representa a distância genética em substituições por nucleotídeo do fragmento 
analisado. A sequência do HPV-33 protótipo está destacada por um retângulo.  
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5.5. HPV-35 

Nas quatro amostras de HPV-35 em que foi analisada a sequência da LCR, foram 

observados quatro variantes distintos compreendendo cinco variações nucleotídicas: três 

substituições pontuais, uma deleção pontual e uma inserção de 16pb. O isolado Bsb-121 

apresentou a substituição de A para G na posição 7418 ainda não descrita na literatura. A 

variação de T para C na posição 7535 e a variação na posição 7758 de A para G se 

localizam sobrepostos a potenciais sítios de ligação dos fatores transcricionais celulares 

NF-1 e YY1, respectivamente. A inserção de 16pb, já descrita na literatura, foi detectada 

em dois isolados (Bsb-59 e Bsb-82), inserindo um potencial sítio de ligação a YY1 na LCR 

desses isolados (Figuras 27). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 27.  Variabilidade genética da LCR e dos genes E6 e L1 de isolados de HPV-35. Em cinza, 
nucleotídeos conservados em relação à sequência protótipo do HPV-35; hachurado, variações nucleotídicas 
previamente relatadas na literatura (Calleja-Macias et al., 2004, 2005, Gagnon et al., 2004; Hiller et al., 
2006) e em negrito, e em negrito, variações de nucleotídeos não descritas na literatura e substituições de 
aminoácidos não-conservativas. O novo variante molecular detectado neste estudo está marcado com 
asterisco. Ref: sequência protótipo do HPV-35; D: Deleção de T, I: Inserção de 16pb, ND: sequência não 
determinada, I: isoleucina, V: valina, W: triptofano, R: arginina, S: Serina, T: treonina. 
 
 

Na sequência do gene E6, foram observadas seis variações nucleotídicas pontuais já 

descritas por Calleja-Macias et al. (2005), sendo detectados três variantes distintos entre as 

seis amostras de HPV-35 analisadas. A substituição de T para C na posição 341 foi 

detectada em quatro isolados, e leva à substituição de aminoácido não conservativa de 

triptofano (W) para asparagina (R) no códon 78 (Figura 27). 

Foi possível analisar a sequência do fragmento do gene L1 de apenas uma amostra 

(Bsb-59), na qual foi observada uma substituição nucleotídica de T para A na posição 
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6642, que resulta na substituição de aminoácido não conservativa de serina (S) para 

treonina (T) no códon 348 previamente descrita por Stewart et al. (1996) e Calleja-Macias 

et al. (2005) (Figura 27). 

Para a realização da análise filogenética da LCR do HPV-35, foram utilizadas 

sequências de 653pb oriundos de 51 isolados. Destes, quatro eram provenientes do Distrito 

Federal e 47 foram obtidos do estudo desenvolvido por Calleja-Macias et al. (2004) 

envolvendo amostras de diferentes regiões do mundo (Figura 28).  

Foi observada uma ramificação dicotômica na análise filogenética da sequência de 

um fragmento da LCR do HPV-35 com valores de bootstrap significativo. A dicotomia foi 

marcada pela presença ou ausência de um fragmento de 16pb entre as posições 7412 e 

7413. No agrupamento A, todos os isolados apresentam o fragmento de 16pb e no 

agrupamento B, nenhum dos isolados apresentam essa inserção. Essa topologia também foi 

observada por Calleja-Macias et al. (2005).  

Dentre as quatro amostras analisadas neste estudo, duas (Bsb-74 e Bsb-121) estão 

no agrupamento B, onde está localizada a sequência protótipo do HPV-35. O isolado Bsb-

121 ficou mais próximo da sequência protótipo que o isolado Bsb-74, apesar do valor de 

bootstrap ter sido abaixo de 50%. Os isolados do Distrito Federal não formaram um 

aglomerado único, comforme esperado, uma vez que as sequências da LCR obtidas eram 

idênticas a outras já depositadas no GenBank, com exceção da amostra Bsb-121 que 

apresentou uma variação ainda não descrita na literatura (Figuras 27 e 28). Analogamente 

ao observado para os HPV-31 e -33 e também descrito por Calleja-Macias et al. (2005), a 

análise filogenética do HPV-35 não apresentou aglomerados étnicos ou geográficos 

específicos. 
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Figura 28.  Análise filogenética do HPV-35. Em adição às amostras analisadas neste estudo (amostras 
marcadas com asterisco para facilitar a localização) foram utilizadas amostras do estudo de Calleja-
Macias et al. (2005). As siglas que antecedem o número das amostras indicam a procedência geográfica: 
São Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei, México (MX); Cidade do Cabo, África do Sul 
(SA) e Estados Unidos (USA); Marrocos (MR); Noruega (NW); Heidelberg, Alemanha (HE); Taipei, 
Taiwan (TW). Nos agrupamentos A e B estão os isolados com ou sem a inserção de 16pb, 
respectivamente. Árvore de Máxima Parsimônia enraizada com o HPV-16 como grupo externo. Os 
valores nos ramos correspondem aos valores de bootstrap calculados pelo método UPGMA e algoritmo 
LogDet e 1000 réplicas. São mostrados valores de bootstrap acima de 50%. O valor da barra de escala no 
canto esquerdo inferior representa a distância genética em substituições por nucleotídeo do fragmento 
analisado. A sequência protótipo de HPV-35 está destacada por um retângulo. 
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5.6. HPV-52 

Entre todos os tipos virais analisados neste estudo, os variantes de HPV-52 foram 

os que apresentaram a maior variabilidade genética. Foram analisadas as sequências de 

quatro amostras de HPV-52, tendo sido detectados dois variantes compreendendo 23 

variações nucleotídicas: 19 substituições pontuais, duas deleções e duas inserções. No 

estudo realizado por Calleja-Macias et al. (2005), 65 dos 66 isolados analisados 

apresentaram a deleção de 5pb entre as posições nucleotídicas 7387 e 7391 na LCR. Pelo 

exposto, o isolado protótipo original do HPV-52 foi sequenciado novamente a fim de 

verificar a presença, desta deleção. De acordo com os autores, um erro na análise da 

sequência da LCR protótipo resultou na presença destes 5pb no isolado protótipo. Essa 

deleção também foi detectada em todos os isolados do Distrito Federal analisados no 

presente estudo (Figuras 29)  

Sete variações nucleotídicas, já descritas na literatura, estão localizadas sobrepostas 

a potenciais sítios de ligação a E2, C/EBP e AP-1. A inserção de 6pb entre as posições 

7702 e 7703 no isolado Bsb-15 resulta na alteração da sequência do potencial sítio de 

ligação a AP-1, além de criar um possível sítio de ligação a Sp-1 na mesma localização. 

Adicionalmente, o isolado Bsb-15 apresentou nove variações na LCR ainda não descritas 

na literatura. Entre estas, as substituições nas posições 7207, e 7861 e 7865 se localizam 

sobrepostas a potenciais sítios para Oct-1 e E2, respectivamente (Figura 29).  

A sequência do gene E6 do isolado Bsb-15 revelou quatro variações nucleotídicas 

silenciosas pontuais já descritas por Aho et al. (2003) e Calleja-Macias et al. (2005). Nos 

outros três isolados analisados, Bsb-20, Bsb-86 e Bsb-406, não foram observadas variações 

em relação à sequência protótipo do gene E6 (Figura 29). 
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Figura 29.  Variabilidade genética da LCR e dos genes E6 e L1 de isolados de HPV-52. Em cinza, 
nucleotídeos conservados em relação à sequência protótipo; hachurado, variações nucleotídicas previamente 
relatadas na literatura (Aho et al., 2003, Calleja-Macias et al., 2005, Gagnon et al., 2007) e em negrito, 
variações de nucleotídeos não descritas na literatura e substituições de aminoácidos não-conservativas. Os 
novos variantes moleculares detectados neste estudo estão marcados com asteriscos. Ref: sequência protótipo 
do HPV-52; D1: deleção de 5bp entre os nt 7387-7391; D2: deleção de G no nt 7713; I1: inserção de TG 
entre os nt 7288-7289; I2: inserção de CTAAAC entre os nt 7702-7703; ND: sequência não determinada, C: 
cisteína, D: aspartato, E: glutamato, K: lisina, T: treonina, S: serina. 
 

 

Em relação ao fragmento do gene L1 analisado, os isolados Bsb-86 e Bsb-406 não 

apresentaram substituições nucleotídicas em relação à sequência protótipo (Figura 29). O 

isolado Bsb-20 apresentou uma variação nucleotídica ainda não descrita na literatura na 

posição 6922 que leva à substituição conservativa de serina (S) para cisteína (C) no códon 

453. Analogamente às sequências da LCR e de E6, a maior variabilidade no gene L1 

também foi detectada no isolado Bsb-15. Foram observadas no fragmento do gene L1 

analisado 12 variações nucleotídicas previamente descritas por Gagnon et al. (2007). 

Dentre essas, a mutação na posição 6983 leva a substituição de aminoácido conservativa de 

aspartato (D) para glutamato (E) no códon 473, enquanto que as alterações nas posições 

6703 e 6711 resultam em substituições não conservativas de lisina (K) para treonina (T) no 

códon 380 e de serina (S) para aspartato (D) no códon 383, respectivamente. 

A análise filogenética da LCR do HPV-52 foi realizada utilizando-se uma 

sequência de 631pb obtida de 71 isolados. Foram incluídos quatro amostras do Distrito 

Federal sendo as demais 66 sequências oriundas de diversas regiões do mundo e 

previamente caracterizadas no estudo conduzido por Calleja-Macias et al. (2005). 

Quatro clados distintos foram observados na filogenia do HPV-52 com valores 

de bootstrap significativo (Figura 30). Os isolados Bsb-15 e BR0258 (Calleja-Macias et 

al., 2005) formaram um ramo distante filogeneticamente dos demais isolados de HPV-52. 

Ambos variantes foram detectados até o momento apenas no Brasil, o que levou à 
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classificação preliminar como um ramo Brasileiro. Outro ramo não pode ser classificado 

baseado em composição étnica ou geográfica, uma vez que é composto por amostras 

provenientes do Marrocos, Brasil e México. Todos os isolados coletados na Europa 

ficaram agrupados em um ramo juntamente com amostras de outras partes do mundo, 

levando à classificação de um ramo Europeu. Finalmente, o último ramo foi classificado 

como um ramo Asiático por ser composto quase na totalidade por amostras de origem 

asiática. Os isolados do Distrito Federal Bsb-20, Bsb-86 e Bsb-406 se agruparam no ramo 

Europeu, onde também está localizada a sequência protótipo do HPV-52 (Figura 30).  
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Figura 30.  Análise filogenética do HPV-52. Em adição às amostras analisadas neste estudo (amostras 
marcadas com asterisco para facilitar a localização) foram utilizadas amostras do estudo de Calleja-
Macias et al. (2005). As siglas que antecedem o número das amostras indicam a procedência geográfica: 
São Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei, México (MX); Edimburgo, Escócia (ED); Cidade 
do Cabo, África do Sul (SA) e Oklahoma, Estados Unidos (OK); Marrocos (MR); Noruega (NW); 
Heidelberg, Alemanha (HE); Filipinas (PH); Taipei, Taiwan (TW). Árvore de Máxima Parsimônia 
enraizada com o HPV-35 como grupo externo. Os valores nos ramos correspondem aos valores de 
bootstrap calculados pelo método UPGMA e algoritmo LogDet e 1000 réplicas. São mostrados valores de 
bootstrap acima de 50%. O valor da barra de escala no canto esquerdo inferior representa a distância 
genética em substituições por nucleotídeo do fragmento analisado. A sequência protótipo do HPV-52 está 
destacada por um retângulo. 
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5.7. HPV-58 

A análise da sequência da LCR de oito isolados de HPV-58 revelou três variantes 

compreendendo quatro variações nucleotídicas pontuais em relação à sequência protótipo. 

As substituições nas posições 7266 e 7714 foram detectadas em todos isolados de HPV-58 

analisados. Esta última está localizada sobreposta a potenciais sítios de ligação aos fatores 

NF-1 e C/EBP. Adicionalmente, a variação de G para A na posição 7788 localiza-se 

sobreposto a um potencial sítio de ligação para E2. As substituições de C para G e C para 

T nas posições 7265 e 7266, respectivamente, ainda não estão descritas na literatura 

(Figuras 31). 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31.  Variabilidade genética da LCR e dos genes E6 e L1 de isolados de HPV-58. Em cinza, 
nucleotídeos conservados em relação à sequência protótipo; hachurado, variações nucleotídicas previamente 
relatadas na literatura (Stewart et al., 1996; Xin et al., 2001; Calleja-Macias et al., 2005) e em negrito, 
variações de nucleotídeos não descritas na literatura. Os novos variantes moleculares detectados neste estudo 
estão marcados com asteriscos. Ref: sequência protótipo do HPV-58; ND: sequência não determinada.   
 
 

Em relação à análise da sequência do gene E6 das amostras de HPV-58, foi 

detectado o mesmo variante nos oito isolados analisados contendo uma substituição 

nucleotídica silenciosa de C para T na posição 307 previamente descrita por Xin et al. 

(2001) e Calleja-Macias et al. (2005) (Figura 31).  

Sete isolados de HPV-58 tiveram a sequência de um fragmento do gene L1 

analisada. Foram detectadas duas variações nucleotídicas silenciosas, sendo que a 

substituição de C para T na posição 6727 ainda não foi relatada na literatura (Figura 31).  

A análise filogenética da LCR do HPV-58 foi realizada a partir de fragmentos de 

461pb de 102 isolados, dos quais, oito isolados eram oriundos do Distrito Federal e as 
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demais sequências foram obtidas a partir do banco genômico GenBank, depositadas por 

Calleja-Macias et al. (2005). Os isolados Bsb-93 e Bsb-295 formaram um agrupamento 

isolado com bootstrap significativo, justificado pela presença de uma mutação na posição 

7788, detectada apenas nesses dois isolados (Figura 32). Os demais isolados do Distrito 

Federal se agruparam com baixo valor de boostrap, no ramo onde estão a maioria das 

amostras incluídas nesta análise filogenética. Não foram observados aglomerados étnicos 

ou geográficos específicos na análise filogenética do HPV-58.  
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Figura 32.  Análise filogenética do HPV-58. Em adição às amostras analisadas neste estudo (amostras 
marcadas com asterisco para facilitar a localização) foram incluídas amostras do estudo de Calleja-Macias 
et al. (2005). As siglas que antecedem o número das amostras indicam a procedência geográfica: São 
Paulo, Brasil (BR); Hong Kong (HK); Monte Rei, México (MX); Edimburgo, Escócia (ED); Cidade do 
Cabo, África do Sul (SA), Oklahoma, Estados Unidos (OK), Taipei, Taiwan (TW), Tailândia (TH) e 
Filipinas (PH). Árvore de Máxima Parsimônia enraizada com o HPV-16 como grupo externo. Os valores 
nos ramos correspondem aos valores de bootstrap calculados pelo método UPGMA e algoritmo LogDet e 
1000 réplicas. São mostrados valores de bootstrap acima de 50%. O valor da barra de escala no canto 
esquerdo inferior representa a distância genética em substituições por nucleotídeo do fragmento 
analisado. A sequência protótipo do HPV-58 está destacada por um retângulo. 
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5.8. Análise das distâncias genéticas intratípicas 

A distância genética intratípica foi determinada pela comparação das sequências 

da LCR dos isolados de HPV-31, -35, -52 e -58 detectados no Distrito Federal com 

todas as sequências depositadas até o momento no banco de dados GenBank. Para a 

análise da distância genética do HPV-33, foram comparadas as sequências de um 

fragmento do gene L1 dos isolados do Distrito Federal com aquelas depositadas no 

GenBank por Stewart et al. (1996), uma vez que sequências da LCR de HPV-33 obtidas 

em outros estudos não estão disponíveis no banco genômico.   

As máximas distâncias genéticas encontradas entre quaisquer duas sequências, 

incluindo a sequência protótipo de cada tipo viral, estão descritas na Tabela 6. A partir 

da análise da LCR, a máxima distância genética foi de 12 variações nucleotídicas de um 

fragmento de 504pb (2,38%) para o isolado Bsb-227 de HPV-31, seis variações de um 

fragmento de 664pb (0,90%) para o isolado Bsb-121 de HPV-35, e oito variações de um 

fragmento de 461pb (1,73%) para os isolados Bsb-93 e Bsb-295 de HPV-58. O isolado 

Bsb-15 de HPV-52 apresentou a maior distância genética: 23 variações de 797pb 

(3,03%) em relação à sequência da LCR do HPV-52 protótipo. Além disso, a máxima 

distância genética, entre os isolados de HPV-33, foi de quatro variações de um 

fragmento de L1 de 406pb (0,98%) para os isolados Bsb-23 e Bsb-31. No total, foram 

descritos 13 novos variantes em relação à respectiva sequência protótipo, cujas 

sequências estão apresentadas no Anexo II.  
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Tabela 6. Comparação do número de variações nucleotídicas 
relativas ao total de nucleotídeos sequenciados e máximas 
distâncias genéticas intratípicas entre os isolados de HPV-31, -33, -
35, -52 e -58 detectados no Distrito Federal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.9. Análise da expressão do promotor de E6/E7 de variantes de HPV-58 

A sequência completa da LCR de três variantes distintos de HPV-58 detectados 

no Distrito Federal foi clonada a montante do gene repórter luciferase, no vetor pGL3-

Basic. A Figura 33 mostra as quatro variações nucleotídicas pontuais detectadas entre 

estes variantes naturais de HPV-58 (Bsb-295, Bsb-329 e Bsb-367). Além disso, a 

sequência da LCR do HPV-58 protótipo (HPV-58prot) também foi clonada no vetor 

pGL3-Basic.  

 

 

 

 

 

 

Bsb-36 1,59 1
Bsb-133 2,15 1
Bsb-140 2,00 1
Bsb-193 1,98 5
Bsb-216 0,80 1
Bsb-227 2,38 1
Bsb-299 2,18 1
Bsb-23 0,98 2
Bsb-24 0,74 5
Bsb-59 0,46 1
Bsb-74 0,42 1
Bsb-82 0,58 1
Bsb-121 0,90 1
Bsb-15 3,03 1
Bsb-20 2,05 3
Bsb-93 1,73 2
Bsb-128 1,51 5
Bsb-329 1,30 1

HPV-58

Número de 
amostras

HPV-31

HPV-33

HPV-35

Máxima distância 
genética (%)

Tipo de HPV

HPV-52

Isolados
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Figura 33.  Variabilidade genética da LCR dos isolados de HPV-58. Em cinza, nucleotídeos sem 
alteração em relação à sequência protótipo. 

 

As construções obtidas foram transfectadas em células C33, juntamente com 

o vetor pCMV-βgal, utilizado como controle da eficiência das transfecções. Também 

foram transfectados vetores recombinantes contendo a LCR completa dos isolados 

protótipo de HPV-16 e -18 previamente construídos por Sichero et al. (2005). Foram 

realizados ao menos sete experimentos nos quais os vetores recombinantes foram 

transfectados em triplicata. Os valores relativos de unidades de luminescência obtidos 

em cada experimento foram normalizados pelo conteúdo protéico e pela atividade da 

enzima β-galactosidase, e posteriormente comparados aos valores medidos para o HPV-

16 protótipo, determinando-se, desta forma, razões relativas (Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

Figura 34.  Razões relativas de unidades de luminescência (RLU) detectadas entre os isolados de 
HPV-58, -16 e -18. Foram realizados no mínimo sete experimentos nos quais os vetores recombinantes 
foram transfectados em triplicata. Aos valores de RLU referente ao HPV-16 protótipo foi atribuído o 
valor 1. Os valores de RLU detectados nos demais isolados foram comparados àqueles obtidos para o 
HPV-16 em cada experimento. O hífen indica que no experimento 1 não foram analisadas as atividades 
transcricionais dos isolados indicados. 

 

A Figura 35 mostra graficamente os resultados obtidos. Conforme esperado, o 

HPV-18 protótipo apresentou uma atividade transcricional cerca de sete vezes maior 

que a do HPV-16 protótipo (Sichero et al., 2005). Pode-se observar que o HPV-58 

7 7 7 7
2 2 7 7
6 6 1 8
5 6 4 8

Ref C C A G
Bsb-295 T G A
Bsb-329 T G
Bsb-367 G T G

HPV-58prot
HPV-58mut A
Bsb-367mut G T G A

Isolados

LCR

 

1 2 3 4 5 6 7 8
HPV-16 1 1 1 1 1 1 1 1 1,00 0,00
HPV-18 7,15 7,49 9,38 9,74 7,73 3,25 4,07 2,90 6,97 2,70
Bsb-295 7,96 4,85 5,03 7,04 4,76 2,80 3,26 3,66 5,10 1,80
Bsb-329 0,49 0,47 0,45 0,87 0,54 0,19 0,41 0,63 0,49 0,19
Bsb-367 0,62 0,92 1,37 1,49 1,95 0,76 0,41 1,30 1,08 0,51
HPV-58 prot - 1,20 1,82 1,21 1,25 0,68 0,54 1,53 1,12 0,45
HPV-58 mut - 2,99 4,94 6,15 3,48 2,01 1,40 3,55 3,50 1,63
Bsb-367mut - 0,06 0,02 0,03 0,04 0,02 0,01 0,03 0,03 0,02

Média 
Desvio 
padrão

Isolados Experimentos (razões relativas)
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protótipo e os variantes Bsb-329 e Bsb-367 de HPV-58 apresentaram atividade 

transcricional similar ao HPV-16. Por outro lado, o variante Bsb-295 apresentou uma 

atividade trancricional cinco vezes maior que o HPV-16 protótipo, e similar ao HPV-18 

protótipo (Figuras 34 e 35). As atividades transcricionais obtidas pelo HPV-18 protótipo 

e pelo variante Bsb-295 não foram estatísticamente diferentes (Figura 36). 

A análise das variações nucleotídicas detectadas indica que a única diferença na 

sequência da LCR entre os variantes Bsb-295 e Bsb-329 é a substituição na posição 

7788. Desta forma, essa variação parece ser a responsável pelo aumento transcricional 

observado para o variante Bsb-295. 

A fim de verificar a influência da variação na posição 7788 isoladamente sobre a 

atividade do promotor de E6/E7, foi construído, por meio da técnica de mutagênese 

sítio-dirigida, o mutante HPV-58mut contendo, na sequência da LCR do HPV-58 

protótipo, apenas essa variação. Além disso, foi também construído o mutante Bsb-

367mut que apresenta na sequência da LCR as quatro variações nucleotídicas detectadas 

entre os isolados de HPV-58 do Distrito Federal (Figura 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35.  Unidades Relativas de Luminescência (RLU) detectadas entre os isolados de HPV-58, -
16 e -18. As médias de RLU, obtidas a partir das razões de cada experimento realizado, foram plotadas 
juntamente com os respectivos desvios padrões. Os asteriscos indicam que os isolados indicados não 
foram estatisticamente diferentes entre si, mas foram estatisticamente diferentes em relação aos demais 
isolados (p<0,005, IC:95%). 

 

A inserção da substituição na posição 7788 na sequência da LCR protótipo 

resultou no aumento da atividade transcricional em aproximadamente 3,2 vezes em 

relação ao HPV-58 protótipo (Figuras 34 e 35). As atividades transcricionais observadas 
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para o variante Bsb-295, o mutante HPV-58mut e o HPV-18 não foram estatisticamente 

diferentes, no entanto, eram estatisticamente distintas dos demais variantes analisados 

(Figura 36). Em conjunto esses dados indicam que a alteração na posição 7788 parece 

ser a principal causa do aumento da atividade transcricional observada para o variante 

Bsb-295.  

 

 

 

 

 

 

Figura 36.  Análise estatística das médias de unidades relativas de luciferase (RLU). O resultado 
obtido foi gerado a partir do teste não paramétrico de Wilcoxon, por meio do sistema estatístico R. O 
intervalo de confiança considerado foi de 95%. 

 

 O mutante Bsb-367mut que apresenta todas as variações nucleotídicas 

detectadas no presente estudo apresentou uma atividade transcricional muito baixa 

indicando que a presença artificial das quatro variações parece inibir fortemente o 

promotor de E6/E7 de HPV-58. 

 

 

 

 

 

 

HPV-16 HPV-18 Bsb-295 Bsb-329 Bsb-367 HPV-58 prot HPV-58 mut
HPV-16
HPV-18 0,0004
Bsb-295 0,0004 0,3282
Bsb-329 0,0004 0,0001 0,0001
Bsb-367 1,0000 0,0001 0,0001 0,0207

HPV-58 prot 0,1489 0,0003 0,0003 0,005 0,955
HPV-58 mut 0,0005 0,0540 0,1893 0,0003 0,0012 0,0023
Bsb-367mut 0,0005 0,0010 0,0014 0,0014 0,0014 0,0021 0,0021

Valor de p - Teste de Wilcoxon
Variantes
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6. Discussão 

No mundo, o tipo de HPV mais prevalente é o HPV-16, detectado em 

aproximadamente 30 a 40% das lesões cervicais de alto grau. Entretanto, a 

prevalência dos outros tipos virais de alto risco varia entre os diferentes países e 

mesmo entre as regiões geográficas de um mesmo país. A distribuição dos genótipos 

do HPV no Brasil parece ser complexa, já que sua prevalência pode diferir 

significativamente mesmo entre cidades bem próximas (IARC, 2007). Portanto, os 

dados coletados em uma cidade ou município não podem ser generalizados para todo 

o país ou mesmo para uma região geográfica específica. A distribuição diferenciada 

dos tipos de HPV no mundo tem determinantes ainda desconhecidos. 

Até o momento, poucos estudos foram conduzidos mundialmente com o 

intuito de analisar a variabilidade genética de tipos de alto risco menos prevalentes 

que os HPV-16 e -18. O estudo dos variantes moleculares dos diversos tipos de HPV 

em diferentes regiões geográficas é de grande importância para a caracterização de 

polimorfismos intratípicos específicos, além da análise da distribuição destes 

genótipos ao redor do mundo. Esses estudos podem fornecer evidências sobre a 

existência de diferenças biológicas na transmissibilidade e patogênese entre os 

variantes moleculares do HPV, além de contribuir para o desenvolvimento e 

utilização efetiva de vacinas.  

Os diferentes tipos de HPV apresentam uma organização genômica similar, no 

entanto podem diferir nos níveis de expressão gênica. A transcrição dos genes virais é 

um processo complexo envolvendo fatores transcricionais celulares e virais que atuam 

concomitantemente, podendo resultar na estimulação ou repressão da transcrição das 

proteínas oncogênicas do HPV (Bernard, 2002). Variantes moleculares distintos, 

apesar de pertencerem ao mesmo tipo viral, podem apresentar uma expressão gênica 

diferenciada (Kämmer et al., 2000; Sichero et al., 2005), uma vez que a variabilidade 

na LCR pode atingir até 5% entre esses isolados (Ho et al.,1993).  

 

6.1. Análise da variabilidade genética de variantes de HPV-31, -33, -35, -52 e -

58. 

O estudo da variabilidade intratípica do HPV permite a verificação das 

diferentes formas genéticas desse vírus e o estudo da origem e propagação dos 

diversos variantes ao redor do mundo. Além disso, a análise da variabilidade do HPV 
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é uma ferramenta importante em estudos epidemiológicos, visto que a infecção por 

determinados variantes moleculares apresentam uma tendência maior a se tornar 

persistente, um fator de risco para o desenvolvimento de lesões cervicais (Villa et al., 

2000; Xi et al., 2006; Aho et al., 2004; Gagnon et al., 2007). A caracterização 

molecular destes isolados pode também contribuir para o conhecimento da associação 

de variantes específicos com uma maior oncogenicidade, além de ter potenciais 

implicações para o desenvolvimento e eficácia de uma vacina (Sichero e Villa, 2006), 

e de testes de diagnóstico e de marcadores laboratoriais da infecção.  

Neste estudo, foi realizada a caracterização das sequências de nucleotídeos 

completas da LCR e do gene E6, além de um fragmento do gene tardio L1 de 

amostras oriundas do Distrito Federal infectadas com os HPV-31, -33, -35, -52 e -58. 

Alterações de aminoácidos detectadas nas proteínas E6 e L1 poderiam interferir na 

atividade destas. Além disso, substituições na LCR poderiam influenciar a localização 

e afinidade de sítios de ligação para fatores transcricionais celulares e viral.  

A composição de sítios de ligação para fatores de transcrição na LCR, predita 

pelo programa MATCHTM
, revelou algumas diferenças entre os cinco tipos de HPV 

analisados. Para esta análise, foram pesquisados sítios de ligação para fatores 

transcricionais que ativam (AP-1, E2, GRE, NF-1, Oct-1, TATA-box, Sp1 e c-Myc/c-

Max) ou reprimem (YY1 e C/EBP) a transcrição viral (Bernard, 2002), previamente 

observados nas LCR dos HPV-16 e -18 e disponíveis na biblioteca de matrizes do 

programa TRANSFAC®. Na LCR do HPV-16 foram descritos quatro sítios de 

ligação para a proteína E2 viral, definindo a LCR em três segmentos distintos: 5’, 

enhancer e 3’ (O’Connor et al., 1995). As LCR dos HPV-31, -33 e -52 também 

apresentaram quatro sítios de ligação para E2, enquanto que as dos HPV-35 e -58 

apresentaram três e cinco sítios, respectivamente. Em geral, o maior número de sítios 

de ligação foi detectado para o fator de transcrição celular YY1, seguido de sítios para 

os fatores Oct-1 e C/EBP. Esses dados são similares aos descritos para o HPV-16 

(O’Connor et al., 1996; Bauknecht et al., 1996), exceto pelo menor número de sítios 

de ligação para o fator Oct-1 observado na LCR do HPV-16 (O’Connor e Bernard, 

1995). Sítios de ligação para o fator NF-1 na LCR do HPV-16 foram descritos apenas 

na região do enhancer (Chong et al., 1991), entretanto, essa característica foi 

detectada apenas para os HPV-31 e -33. Foram também observadas algumas 

particularidades: a ausência de sítios de ligação para Sp-1 no HPV-33, para AP-1 no 

HPV-31 e do TATA-box nos HPV-33 e -52. Além disso, apenas na LCR do HPV-52 
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foi detectado um sítio para o elemento de resposta a glicocorticoíde (GRE) e, em 

nenhum dos tipos virais analisados foram detectados sítios de ligação para c-Myc/c-

Max. É possível que a não observação de sítios para esses fatores se deva aos altos 

valores de coincidência utilizados nesta análise. De qualquer maneira, são necessários 

estudos que comprovem a existência e a relevância para a atividade transcricional 

viral dos sítios detectados nas posições preditas.  

Apesar de laborioso e oneroso, o procedimento mais comumente utilizado 

para a caracterização dos diferentes variantes presentes em uma amostra biológica, até 

o momento, é o sequenciamento do DNA obtido a partir da amplificação por PCR 

utilizando-se iniciadores consensos ou específicos. Entretanto, o sequenciamento 

direto de um produto de PCR não é adequado para a caracterização de sequências 

oriundas de múltiplos tipos de HPV em uma mesma amostra, já que será detectado 

preferencialmente o tipo de HPV mais representado na mesma (Vernon et al., 2000). 

Nas amostras deste estudo em que foram detectados previamente mais de um tipo de 

HPV, foi realizada a clonagem dos amplicons antes do sequenciamento. Desta forma, 

foi possível analisar os diferentes variantes presentes em 8 amostras que 

apresentavam co-infecção. O sequenciamento direto ou clonagem de produtos de duas 

reações de PCR independentes, além do sequenciamento de ao menos dois clones de 

cada variante detectado, garante a ausência de erros introduzidos durante a reação de 

amplificação.  

Por meio da análise da sequência da LCR, pode-se observar que o tipo de HPV 

que apresentou a maior variabilidade genética foi o HPV-52 (3,03%), seguido do 

HPV-31 (2,38%), -58 (1,73%) e -35 (0,90%). Adicionalmente, a análise da sequência 

de um fragmento do gene L1 entre os isolados de HPV-33 revelou que a máxima 

distância genética foi de 0,98%. Neste estudo, 13 novos variantes foram 

caracterizados. O grande número de novos variantes detectados pode ser explicado 

por terem sido conduzidos poucos estudos, até o momento, acerca da variabilidade 

genética desses HPV menos prevalentes. Substituições de nucleotídeos que resultam 

na parada precoce da tradução ou em mudança na fase de leitura não foram detectadas 

nas sequências de E6 ou L1 analisadas. 

É válido ressaltar que um fragmento de 545pb da LCR de três dos oito 

isolados de HPV-58 analisados neste estudo foram previamente caracterizados no 

estudo conduzido por Calleja-Macias et al. (2005). Entretanto, no presente estudo, 
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foram analisados não só um maior número de isolados de HPV-58, como também um 

fragmento do gene L1 e a sequência de nucleotídeos completa da LCR e do gene E6.   

Os isolados de HPV-31 apresentaram variações nucleotídicas ainda não 

descritas na literatura nas posições 7860 e 3 da LCR, e nas posicões 305, 306 e 537 do 

gene E6. Interessantemente, o isolado Bsb-36 apresentou a variação de G para C na 

posição 7860, ao invés de G para A previamente descrito por Calleja-Macias et al. 

(2004) e também detectada no isolado Bsb-216. Essa substituição se localiza 

sobreposta a um potencial sítio de ligação aos fatores de transcrição celular YY1 e 

Oct-1. Entretanto, o efeito das substituições encontradas sobre a ligação dos mesmos à 

LCR é ainda desconhecido.  

As sequências da LCR dos dois isolados de HPV-33 analisados apresentaram 

uma deleção de 78pb previamente descrita na literatura (Gagnon et al., 2004; 

Khouadri et al., 2006). Foi observado que a ausência dessa deleção está associada 

com a persistência viral (Gagnon et al., 2004), sugerindo, portanto, um papel 

supressivo para a presença do fragmento de 78pb in vivo. Além disso, a variação 

nucleotídica de C para G na posição 7732, detectada no isolado Bsb-23, foi associada 

com a presença de lesões cervicais de alto grau (Khouadri et al., 2006). 

Foi detectado um novo variante de HPV-35 (Bsb-121) que apresentou a 

variação nucleotídica de A para G na posição 7418 da LCR. Esta substituição não está 

localizada sobreposta a nenhum sítio de ligação aos fatores de transcrição analisados 

neste estudo utilizando-se o programa MATCH. Entretanto, é importante ressaltar que 

a atividade de uma região regulatória depende não só da presença dos motivos cis-

responsivos, mas também das seqüências adjacentes (Ondek et al., 1988). 

O HPV-52 não só foi o tipo de HPV que apresentou a maior variabilidade nas 

três regiões genômicas analisadas, mas também aquele que apresentou o maior 

número de variações nucleotídicas ainda não descritas na literatura. Nove novas 

variações nucleotídicas foram detectadas na LCR do isolado Bsb-15, sendo muitas 

delas localizadas sobrepostas a potenciais sítios de ligação a fatores transcricionais 

celulares e viral. A substituição nucleotídica de T para G ou C na posição 7624 foi 

detectada em 2 de 4 amostras analisadas. Interessantemente, a mutação nessa posição 

parece estar associada com a persistência da infecção por HPV-52 (Aho et al., 2004). 

Entretanto, o pequeno número de amostras analisadas neste estudo impossibilita 

considerações adicionais. Em relação ao gene L1, um novo variante foi detectado 
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(Bsb-20), apresentando uma variação nucleotídica não-sinônima na posição 6922, 

ainda não descrita na literatura.     

Embora tenham sido detectadas quatro variações nucleotídicas na LCR dos 

isolados de HPV-58, observou-se que as sequências de E6 eram altamente 

conservadas, apresentando uma única variação em todos os isolados analisados. Isso é 

esperado, visto que o segmento da LCR está sob menor pressão seletiva que a região 

codificadora, e portanto pode apresentar um número maior de variações nucleotídicas 

(Yamada et al., 1995). 

As LCR dos isolados de HPV-31, -35 e -58 e, principalmente, as de HPV-33 e 

-52 analisados neste estudo, apresentaram um grande número de substituições 

nucleotídicas, sendo que algumas delas se encontram sobrepostas a potenciais sítios 

de ligação para fatores de transcrição, podendo, portanto, influenciar a expressão dos 

oncogenes virais. Além disso, as inserções e deleções detectadas podem modificar a 

estrutura da fita de DNA, podendo afetar a interação de fatores de transcrição com 

seus sítios de ligação localizados na LCR. Experimentos envolvendo deleções e 

mutações pontuais de nucleotídios da LCR indicaram que a atividade do enhancer 

viral depende da ativação cooperativa de muitos fatores de transcrição, sendo sua 

atividade muito reduzida pela eliminação dos sítios de ligação para AP-1 e NF-1 

(Chong et al., 1991). Adicionalmente, substituições nucleotídicas podem resultar na 

supressão da capacidade de ligação de fatores de transcrição específicos, ou pela 

redução da afinidade destes pelos seus sítios de reconhecimento, ou devido a alteração 

de sua habilidade em interagir com outras proteínas (Bernard, 2002).  

Entre as amostras de HPV estudadas, foram detectadas substituições não 

silenciosas em ambos os genes E6 e L1, sendo que algumas resultaram em alterações 

não conservativas de aminoácidos. As substituições não conservativas levam a 

alteração das propriedades físico-químicas dos aminoácidos. No entanto, o efeito de 

cada mutação pontual sobre a atividade da proteína depende da posição e função do 

aminoácido alterado, além da combinação com outras variações possivelmente 

detectadas na mesma proteína.  

    

6.2. Análise filogenética dos HPV-31, -33, -35, -52 e -58. 

A análise da variabilidade nucleotídica intratípica dos HPV-16 e -18 tem sido 

extensivamente estudada e serve como ferramenta importante para traçar a filogenia e 

evolução destes vírus. Através da análise filogenética baseada em seqüências parciais 
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da LCR, foi descrito que os diferentes variantes dos HPV-16 e -18 parecem ter co-

evoluído com os três maiores ramos filogenéticos humanos (africanos, caucasianos e 

asiáticos). Os variantes do HPV-16 foram agrupados em cinco clados distintos: 

Europeu (E), Asiático (As), Asiático–Americano (AA), Africano 1 (Af–1) e Africano 

2 (Af–2) (Ho et al., 1993; Chan et al., 1992). A árvore filogenética de isolados do 

HPV-18 revela os ramos Africano (Af), Europeu (E) e Asiático Americano (AA) 

(Ong et al., 1993). Variantes de cada um desses ramos estão diferentemente 

distribuídas nas diversas regiões geográficas (Ong et al., 1993; Yamada et al., 1997)  

A análise filogenética dos HPV-31, -33 e -58 não revelou agrupamentos 

étnicos ou geográficos específicos como relatado para os HPV-16 e -18 (Ho et al., 

1993; Ong et al., 1993), uma vez que as amostras de diferentes locais do mundo se 

localizaram por todos os ramos. Isso era esperado devido à pequena variabilidade 

detectada nas LCR dos HPV-31 e -58, e na sequência de L1 dos isolados de 

HPV-33, o que também justifica os valores de bootstrap não significativos na 

maioria das entradas dos ramos. 

 Baseado nas sequências de fragmentos da LCR, árvores dicotômicas foram 

previamente observadas para os variantes de HPV-33, -35, -53 e -66 (Calleja-Macias 

et al., 2005; Khouadri et al.,2006; Prado et al., 2005). No presente estudo, não foi 

possível realizar a análise filogenética das sequências da LCR de isolados de HPV-33, 

já que as sequências obtidas em outros estudos não estão disponíveis no GenBank. 

Uma vez que essa dicotomia foi somente detectada entre subtipos de HPV, pode-se 

sugerir que o HPV-35 e -33, assim como os HPV-53 e -56, podem estar em um 

processo evolutivo que pode levar a novos subtipos e eventualmente a novos tipos de 

HPV (Prado et al., 2005). 

No estudo conduzido por Calleja-Macias et al. (2005), a análise filogenética 

do HPV-52 foi realizada a partir de sequências parciais da LCR de 66 amostras de 

diferentes regiões geográficas de várias partes do mundo, e 18 variantes genômicos 

distintos foram caracterizados. Foi sugerido a existência de um ramo Ásiatico-Nativo 

Americano. No presente estudo, a filogenia das sequências de HPV-52 divergiram 

marcadamente em quatro ramos distintos que apresentaram valores altos de bootstrap. 

Foi possível caracterizar ramos Asiático e Europeu, uma vez que as sequências de 

amostras provenientes desses continentes estavam concentradas nesses agrupamentos. 

Além disso, outro ramo era composto somente por duas sequências oriundas do Brasil 

(Bsb-15 and BR0258), podendo ser preliminarmente classificado como um ramo 
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Brasileiro. A formação deste ramo Brasileiro pode ser justificada pela alta 

variabilidade genética detectada exclusivamente na LCR destes isolados. Entretanto, 

outras amostras oriundas do Brasil estão localizadas em todos os outros ramos 

filogenéticos. O quarto ramo não mostrou relação étnica ou geográfica específica já 

que era composto por isolados originários do Brasil, México e Marrocos. Pelo 

exposto, pode-se sugerir que os variantes moleculares de HPV-52 co-evoluíram com 

os maiores grupos étnicos humanos, analogamente ao observado para os HPV-16 e -

18, embora em uma taxa evolutiva mais lenta (Calleja-Macias et al., 2005; Ho et al., 

1993; Ong et al., 1993). Entretanto, estudos com um maior número de amostras 

são necessários para consolidar a filogenia do HPV-52 observada no presente 

estudo. 

A ausência de aglomerados étnicos ou geográficos específicos foi observada 

para genótipos de HPV que são raros quando comparados à alta prevalência do HPV-

16. Não se sabe o motivo de diferentes genótipos de HPV apresentarem prevalência 

distinta, mas é provável que tipos mais abundantes se dispersem mais rápido que os 

genótipos raros. Consequentemente, a diversificação dos tipos raros do HPV ocorreria 

em uma escala de tempo diferente que a do HPV-16, portanto, não associada à 

dispersão dos principais grupos étnicos humanos no mundo (Prado et al., 2005).  

Os resultados obtidos neste estudo foram recentemente publicados (Raiol et 

al., 2009) e estão apresentados na forma de artigo científico no Anexo I. Até o 

momento, este é o estudo mais extenso acerca da variabilidade genética e da filogenia 

dos tipos de HPV de alto risco HPV-31, -33, -35, -52 e -58 detectados no Distrito 

Federal, ampliando o conhecimento sobre a divesidade desses vírus cujos dados 

disponíveis ainda são muito limitados.  

 

6.3. Análise da atividade transcricional do promotor de E6/E7 de variantes 

de HPV-58. 

Durante as últimas décadas, a comunidade científica tem se interessado em 

inferir funcionalmente a importância da variabilidade genética sob o potencial 

oncogênico dos diferentes variantes moleculares de HPV. A fim de avaliar o efeito 

das mutações sobre a atividade transcricional viral, ensaios que envolvem a 

quantificação da expressão de um gene repórter ligado a montante da LCR tem sido 

utilizados. Entretanto, é importante ressaltar que esses experimentos refletem uma 

situação artificial na qual a atividade está sendo medida utilizando-se um plasmídio 



 100 

epissomal, em um meio celular definido e em uma cultura in vitro. Apesar dessas 

limitações, esses experimentos funcionais ainda são a melhor forma disponível de 

averiguar os efeitos das variações nucleotídicas sob a expressão viral. 

Até o momento, não foram realizados estudos funcionais envolvendo variantes 

moleculares de outros tipos de HPV de alto risco menos prevalentes que os HPV-16 e 

-18. Foi observado que variantes moleculares de HPV-16 e -18 apresentam atividades 

transcricionais distintas (Kämmer et al., 2000; Sichero et al., 2005). Adicionalmente, 

a variabilidade das oncoproteínas E6 e E7 também tem significância funcional, como 

sugerido por estudos in vivo e in vitro (Stöppler et al., 1996a; Choo et al., 2000; 

Grodzki et al., 2006; Contreras-Paredes et al., 2009; Zehbe et al., 2009).  

Alguns estudos sugerem que funcionalmente variantes não-Europeus de HPV-

16 são mais oncogênicos quando comparados a variantes Europeus. A maior 

oncogenicidade observada por esses variantes pode ser atribuída a um aumento na 

atividade transformante dos oncogenes E6 e E7 (Choo et al., 2000; Zehbe et al., 

2009), a uma maior eficiência da replicação viral (Hubert, 2005) ou a uma maior 

estimulação da expressão dos genes precoces (Veress et al., 1999; Kämmer et al., 

2000; Sichero et al., 2005). Adicionalmente, a maior parte dos estudos biológicos e 

epidemiológicos conduzidos em populações com composição multi-étnica indicam 

que variantes Asiático-Americanos de HPV-16 e -18 são mais oncogênicos que 

variantes Europeus (Villa et al., 2000, Berumen et al., 2001; Hildesheim et al., 2001; 

Sichero et al., 2007; Xi et al., 2007). Entretanto, estudos adicionais são necessários 

para avaliar o significado da variabilidade intratípica e a possível correlação com os 

dados gerados em estudos epidemiológicos. 

No Distrito Federal, o HPV-58 é o segundo tipo mais prevalente, tendo sido 

detectado em 13,43% das amostras de lesões cervicais de alto grau analisadas 

(Câmara et al., 2003). A alta prevalência de HPV-58 também foi relatada em amostras 

oriundas do Norte (7,1%) e Nordeste (8,2%) do Brasil (Lorenzato et al., 2000; 

Noronha et al., 1999), assim como em amostras provenientes do México (27,3%), 

Espanha (42,7%) e alguns países asiáticos, como Japão (15%) e China (23,8%) (Chan 

et al., 1999; Giuliano et al., 2001; Sasagawa et al., 2001; Touze et al., 2001).  

Apesar da alta prevalência do HPV-58 em diferentes regiões do mundo, este é 

o único estudo conduzido até o momento, com o objetivo de analisar as consequências 

da variabilidade genética do HPV-58 sobre o potencial oncogênico do mesmo. Para 

tanto, objetivou-se analisar o efeito da variabilidade da LCR dos diferentes variantes 
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moleculares de HPV-58, detectados no Distrito Federal, sobre a atividade do 

promotor de E6/E7, localizado na LCR. Analogamente aos estudos realizados 

anteriormente utilizando-se variantes de HPV-16 (Kämmer et al., 2000; Veress et al., 

1999) e -18 (Sichero et al., 2005), as sequências da LCR completas do HPV-58 

protótipo e de três variantes detectados no Distrito Federal foram clonadas a montante 

do gene repórter luciferase e transfectados transientemente em células C33. No 

presente estudo, foi observado que a LCR do HPV-18 protótipo é sete vezes mais 

ativa que a do HPV-16 protótipo. Esse dado é similar ao observado anteriormente por 

Sichero et al. (2005). Apesar do HPV-58 ser detectado com menos frequência no 

câncer cervical quando comparado ao HPV-16 (Clifford et al., 2003), o HPV-58 

protótipo apresentou uma atividade transcricional similar ao HPV-16 protótipo. Até o 

momento, o HPV-58 protótipo foi detectado apenas no Japão, quando foi descrito esse 

tipo viral (Matsukura e Sugase, 1990; Kirii et al., 1991; Calleja-Macias et al., 2005). 

Esses achados sugerem que é possível que o HPV-58 protótipo seja um variante 

molecular raro e geográficamente restrito. Outros dois variantes (Bsb-329 e Bsb-367) 

também apresentaram atividade transcricional similar ao dos HPV-16 e -58 protótipo. 

Assim, as variações nas posições 7265, 7266 e 7714 da LCR parecem ter pouca 

influência sobre a atividade do promotor de E6/E7 de HPV-58. 

Por outro lado, o variante Bsb-295 de HPV-58 apresentou uma alta atividade 

transcricional, cerca de cinco vezes mais ativo que o HPV-58 e o HPV-16 protótipo, e 

estatisticamente similar ao HPV-18 protótipo. Isso sugere que o variante Bsb-295 de 

HPV-58 pode estar associado a um alto potencial oncogênico. Foi proposto que os 

variantes moleculares de HPV-18 diferem na patogênese do câncer cervical e que 

pequenas diferenças genômicas nas oncoproteínas E6 e E7 têm impacto substancial na 

progressão dessa doença (de Boer et al., 2005). O HPV-18 está mais freqüentemente 

associado ao desenvolvimento de adenocarcinoma do colo do útero que é 

caracterizado por ser um tipo de tumor mais agressivo, menos diferenciado e 

associado a um pior prognóstico quando comparado a tumores escamosos (Rose et al., 

1991). As propriedades de transformação e imortalização do HPV foram mapeados a 

LCR-E6-E7, sendo possível portanto que variações nucleotídicas nessas regiões 

afetem as propriedades oncogênicas do HPV-18, e de outros tipos virais (Villa e 

Schlegel, 1991).  

A substiuição nucleotídica na posição 7788 é a característica distintiva do 

isolado Bsb-295 em relação aos outros variantes de HPV-58. Assim, o impacto dessa 
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variação sobre a atividade transcricional foi avaliada utilizando-se a técnica de 

mutagênese sítio-dirigida. Em comparação ao HPV-58 protótipo, a inserção da 

substituição nucleotídica na LCR do mutante Bsb-58mut induziu um aumento na 

atividade transcricional, estatisticamente similar à detectada para o isolado Bsb-295 e, 

inclusive, para o HPV-18 protótipo. Por outro lado, o mutante Bsb-329mut, que 

apresenta todas as variações detectadas na LCR dos isolados de HPV-58 

caracterizados neste estudo, mostrou uma atividade transcricional muito baixa. Isso 

sugere que, apesar da substituição na posição 7788 induzir o promotor de E6/E7, na 

presença das outras três substituições nucleotídicas a atividade transcricional é 

inibida. Entretanto, o mecanismo molecular que levou a esse resultado ainda é 

desconhecido.  

No presente estudo, foi realizada uma análise da composição de sítios de 

ligação para fatores de transcrição na LCR do HPV-58 protótipo in silica. De acordo 

com essa análise, a substituição nucleotídica na posição 7788 não se localiza 

sobreposta a nenhum sítio de ligação para fatores transcricionais celulares testados. 

Entretanto, estudos adicionais são necessários para averiguar a possível presença de 

sítios de ligação para fatores transcricionais celulares não pesquisados neste estudo e a 

influência que a variação na posição 7788 poderia ter sobre a ligação de fatores 

transcricionais a sítios próximos.  

Os estudos conduzidos com variantes moleculares de HPV-16 e -18 revelaram 

que nenhuma alteração nucleotídica individual é responsável pelo aumento da 

atividade transcricional (Veress et al., 1999; Kämmer et al., 2000; Sichero et al., 

2005) Assim, acredita-se que a combinação das alterações nucleotídicas da LCR nos 

variantes moleculares seja responsável pelas diferenças funcionais observadas. No 

entanto, a análise da atividade transcricional do isolado Bsb-295 revelou que uma 

única variação nucleotídica é capaz de aumentar a atividade do promotor, podendo, 

por consequência, levar a uma expressão elevada dos oncogenes virais in vivo. 

Os estudos sobre a variabilidade genética do HPV-58 e de outros tipos de alto 

risco mais raros que HPV-16 e -18 ainda são muito limitados. Entretanto, futuros 

estudos epidemiológicos e sobre os variantes de HPV-58 poderão averiguar a relação 

entre uma maior prevalência de variantes moleculares de HPV-58 com um maior 

potencial oncogênico, como possivelmente o variante Bsb-295, e regiões geográficas 

onde o HPV-58 tem sido mais frequentemente associado a lesões cervicais de alto 

grau. 
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A incidência de câncer cervical é muito maior nos países em desenvolvimento, 

principalmente na África e América Latina, que nos países desenvolvidos. Isso pode 

ser explicado em parte pela alta fertilidade, má nutrição e pela pequena cobertura dos 

sistemas de saúde pública nos países em desenvolvimento (WHO, 2007). É também 

importante ressaltar que variantes moleculares específicos de HPV podem apresentar 

um maior potencial oncogênico, podendo constituir um fator de risco adicional 

contribuindo para a maior prevalência de câncer cervical em populações em 

desenvolvimento nas diferentes regiões do mundo. Pelo exposto, a importância da 

variabilidade nucleotídica do HPV na prevalência do câncer do colo do útero deve ser 

afetada não apenas pela prevalência de cada variante nas diferentes populações, mas 

também por diferenças funcionais intrínsecas de cada variante.  
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7. Conclusões 

• Foram detectados 13 novos variantes: 4 de HPV-31, 3 de HPV-33, 1 de HPV-

35, 2 de HPV-52 e 3 de HPV-58. 

 

• A variabilidade genética do HPV-52 (3,03%) foi a maior, seguido dos HPV-31 

(2,38%), -58 (1,73%) e -35 (0,90%).  

o A máxima distância genética do HPV-33 foi de 0,98%. 

 

• A composição de potenciais sítios de ligação na LCR difere entre os cinco 

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

 

• Um grande número de variações nucleotídicas estavam localizadas em 

potenciais sítios de ligação, especialmente entre os variantes de HPV-33 e -52. 

 

• A filogenia do HPV-52 revelou a presença de 4 clados distintos (Europeu, 

Asiático, Indeterminado e Brasileiro)  

o Ramos étnicos ou geográficos não foram encontrados para os outros 

tipos virais. 

o A filogenia dos HPV-31, -35 e -58 descrita na literatura foi confirmada 

neste estudo.  

 

• O variante Bsb-295 de HPV-58 apresentou alta atividade transcricional similar 

ao HPV-18. 

o A variação nucleotídica na posição 7788 da LCR do variante Bsb-295 

foi a principal responsável pelo aumento transcricional observado. 

o Os resultados sugerem que variantes de outros tipos de alto risco 

também podem apresentar potenciais oncogênicos distintos como de 

HPV-16 e -18 
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Anexo I: Artigo publicado - Raiol et al. (2009) 
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Anexo II: Sequências nucleotídicas de novos variantes de HPV 

LCR HPV-31 
Bsb-36 (GenBank: FJ202000) 
AGTAGTTCTGCGGTTTTTGGTTTCCTGAATACTAGTTTTTGCCAACATCCTGGCTTGTAGTT
TCCTGCCTAACACACCTTGCCAACATATAATCCAGTCCAACTTTGCAATTATAATATGAAT
CATGTTTGTTTAAATACAACTGTAGTTCAACTATGTGTCATGCACATATATTATATTGTCCT
ACACACCTTAAACTGCTTTTAGGCACATATTTTGTAGCTTATCTATATCCTTGATTGCAGTG
CTGGCTTTTGCACATGTTTAAACTGCCAAGGTTGTGTCATGCATTATAAATAAGTTGTATG
TTACTCATATAATTAATTGCATATACGTATTACACCGTTTTCGGTTACAGTTTTACAAGCAA
TTGTTCTTTTTATACTTAATAATAATAATCTTGTTATAAAAAAGTAGGGAG TGACCGAAAT
TGGTGAACCGAAAACGGTTGGTATATAAAGCACATAGTATTTTGTGCAAACCTACAGACG
CCATGTTCAAAAATCCTGCAGAAAG 
 
Bsb-299 (GenBank: FJ202001) 
AGTAGTTCTGCGGTTTTTGGTTTCCTGAATACTAGTTTTTGCCAACATTCTGGCTTGTAGTT
TCCTGCCTAACACACCTTGCCAACATATAATCCAGTCCAACTTTGCAATTATACTATGAAT
CATGTTTGTTTAAATACAACTGTAGTTCAACTATGTGTCATGCACATATATTATATTATCCT
ACACACCTTAAACTGCTTTTAGGCACATATTTTGTAGATTATCTATATCCTTGATTGCAGTG
CTGGCTTTTGCACATGTTTAAACTGCCAAGGTTGTGTCATGCATTATAAATAAGTTGTATG
TTACTCATATAATTAATTGCATATAGGTATTACACCGTTTTCGGTTACAGTTTTACAAGCA
ATTGTTCTTTTTATACTTACTAATAATAATCTTAGTATAAAAAAGTAGGGA GTGACCGAAA
GTGGTGAACCGAAAACGGTTGGTATATAAAGCACATAGTATTTTGTGCAAACCTACAGAC
GCCATGTTCAAAAATCCTGCAGAAAGACCTCGG 
 
 
E6 HPV-31 
Bsb-216 (GenBank: FJ202002) 
AAAAGTAGGGAGTGACCGAAAGTGGTGAACCGAAAACGGTTGGTATATAAAGCACATAG
TATTTTGTGCAAACCTACAGACGCCATGTTCAAAAATCCTGCAGAAAGACCTCGGAAATT
GCATGAACTAAGCTCGGCATTGGAAATACCCTACGATGAACTAAGATTGAATTGTGTCTA
CTGCAAAGGTCAGTTAACAGAAACAGAGGTATTAGATTTTGCATTTACAGATTTAACAAT
AGTATATAGGGACGACACACCATACGGAGTGTGTACAAAATGCTTAAGATTTTATTCTAA
AGTAAGTGAATTTAGATGGTATAGATATAGTGTGTATGGAACAACATTAGA AAAATTGAC
AAACAAAGGTATATGTGATTTATTAATTAGGTGTATAACGTGTCAGAGACC GTTGTGTCCA
GAAGAAAAACAAAGACATTTGGATAAAAAGAAACGATTCCACAACATAGGA GGAAGGTG
GACAGGACGTTGCATAGTATGTTGGAGAAGACCTCGTACTGAAACCCAAGTGTAAACATG
CGTGGAGAAACACCTACATTGCAAGACTATGTGTTAGATTTGCAACCTGAGGCAACTGAC
CTCCACTGTTATGAGCAATTACCCGA 
 
Bsb-233 (GenBank: FJ202003) 
AAAAGTAGGGAGTGACCGAAAGTGGTGAACCGAAAACGGTTGGTATATAAAGCACATAG
TATTTTGTGCAAACCTACAGACGCCATGTTCAAAAATCCTGCAGAAAGACCTCGGAAATT
GCATGAACTAAGCTCGGCATTGGAAATACCCTACGATGAACTAAGATTGAATTGTGTCTA
CTGCAAAGGTCAGTTAACAGAAACAGAGGTATTAGATTTTGCATTTACAGATTTAACAAT
AGTATATAGGGACGACACACCACACGGAGTGTGTACAAAATGTCTAAGATTTTATTCAAA
AGTAAGTGAATTTAGATGGTATAGATATAGTGTGTATGGAACAACATTAGA AAAATTGAC
AAACAAAGGTATATGTGATTTGTTAATTAGGTGTATAACGTGTCAAAGACC GTTGTGTCCA
GAAGAAAAACAAAGACATTTGGATAAAAAGAAACGATTCCACAACATAGGA GGAAGGTG
GACAGGACGTTGCATAGCATGTTGGAGAAGACCTCGTACTGAAACCCAAGTGTAAACATG
CGTGGAGAAACACCTACGTTGCAAGACTATGTGTTAGATTTGCAACCTGAGGCAACTGAC
CTCCACTGTTATGAGCAATTACCCGA 
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L1 HPV-33 
Bsb-23 (GenBank: FJ202004) 
CGTGCACAGGGTCATAATAATGGTATTTGTTGGGGCAATCAGGTATTTGTTACTGTGGTAG
ATACCACTCGCAGTACTAATATGACTTTATGCACACAAGTAACTAGTGACAGTACATATA
AAAATGAGAATTTTAAAGAATATATAAGACATGTTGAAGAATATGATCTAC AGTTTGTTTT
TCAACTATGCAAAGTTACCTTAACTGCAGACGTTATGACATATATTCATGCTATGAATCCA
GATATTTTAGAAGATTGGCAATTTGGTTTAACACCTCCTCCATCTGCTAGTTTACAGGATA
CCTATAGGTTTGTTACCTCTCAGGCTATTACGTGTCAAAAAACAGTACCTCCAAAGGAAAA
GGAAGACCCCTTAGGTAAATATACATTTTGGGAAGTGGATTTAAAGGAAAAATTTTCAGC
AGATTTAGATCAGTTTCC 
 
Bsb-24 (GenBank: FJ202005)  
CGTGCACAGGGTCATAATAATGGTATTTGTTGGGGCAATCAGGTATTTGTTACTGTGGTAG
ATACCACTCGCAGTACTAATATGACTTTATGCACACAAGTAACTAGTGACAGTACATATA
AAAATGAAAATTTTAAAGAATATATAAGACATGTTGAAGAATATGATCTAC AGTTTGTTTT
TCAACTATGCAAAGTTACCTTAACTGCAGAAGTTATGACATATATTCATGCTATGAATCCA
GATATTTTAGAAGATTGGCAATTTGGTTTAACACCTCCTCCATCTGCTAGTTTACAGGATA
CCTATAGGTTTGTTACCTCTCAGGCTATTACGTGTCAAAAAACAGTACCTCC 
 
Bsb-31 (GenBank: FJ202006) 
CGTGCACAGGGTCATAATAATGGTATTTGTTGGGGCAATCAGGTATTTGTTACTGTGGTAG
ATACCACTCGCAGTACTAATATGACTTTATGCACACAAGTAACTAGTGACAGTACATATA
AAAATGAGAATTTTAAAGAATATATAAGACATGTTGAAGAATATGATCTAC AGTTTGTTTT
TCAACTATGCAAAGTTACCTTAACTGCAGAAGTTATGACATATATTCATGCTATGAATCCA
GATATTTTAGAAGATTGGCAATTTGGTTTAACACCTCCTCCATCTGCTAGTTTACAGGATA
CCTATAGGTTTGTTACCTCTCAGGCTATTACGTGTCAAAAAACAGTACCTCCAAAGGAAAA
GGAAGACCCCTTAGGTAAATATACATTTTGGGAAGTGGATTTAAAGGAAAAATTTTCAGC
AGATTTAGATCAGTTTCC 
 
LCR HPV-35 
Bsb-121 (GenBank: FJ202007) 
GGTGCCTGTTTGTGTTGTACATGGCGTGTAAATGTGTGTATAATATTGTGCAATGTGTTGT
ACGTGGGTGTTTTTTGTATGTATGTTGTTGTATGTATGTCAGTACGCAATAAAAGTGATGT
GTGTGTTTATAATTAACACTGTATTGTTGTATGACTATGGGTGCACCCATATGACTTACAT
AATTACAGTACACGCTATATGTTGTATATAACAATTCTACCTCCATTTTGTGTGTTGGTGTC
CTTTACATTACCTTTCAACCGATTTCGGTTGCTGTTGGCAAGCTTTATATGTTTTTTACAAA
AACATTCCTACCTCAGCAGAACACTTAATCCTTGTGTTCCTGATATATATTGTTTGCCAACT
TTATATTGGCTTTTGCCAATCTTTAAACTTGATTCATCTTGCAGTATTAGTCATTTTTCATA
CTTGTGGTCCACCCACACTTGTAACACTTGTAACAGTGCTTTTAGGCACATATTTTTTGCAT
TTCTAAAGGGCTTTAATTGCACACTTGGCTTTACATATTATGTGTGTTTGCCAACACCACCC
TACACATCCTGCCAACTTTAAGTTAAAACATGCATGTAAAACATTACTCAC TGTATTACAC
ATTGTTATATGCACACAGGTGTGTCCAACCGATTTGGATTACAGTTTTATAAGC 
 
LCR HPV-52 
Bsb-15 (GenBank: FJ202008) 
CCATTGTCTGTTGGGTAATTGTCTGTGTCATGTATGTGTTGTGTATGTCAAAAACAGGTTA
AAAGGTAACCATTGTTTGTTATGTAATTGTTTTCTGTGTGTACTGTGTTGTTTGCATGTTAT
GTATGTGTGTGTGCATGTTTGTTGTATTTGTCAGTTCCTGTATGTATGTTTTGTGTATGTATT
AATAAAGTACTGTATTTACTAAACTATTTATAGTAGTCTTATTGTATGGTT GCACCCACAT
GAGTAACAATACAGTTGCTTCTAATCTATTGCATCTCCTGCCCTACCCTGTGTCCCCTGCCC
TACCCTGTGTCCTACTTTGTTACACTACTAATTAGCCTTATACTCTCCATTTTGTACCATTTT
GTACTATCCACCATTTTAAATCCTAACCGAATTCGGTTGGTGTTGGCACCACTTTGGTTGTC
CTTGGCACAGTAACAACTATTTTTATATAAATGTCAGCAAACTGCTTAATCCTTTGGTTTCC
TGCAGTCCACTGGTCTACACTTGTTGTCCCGCCTAAACTGATGTCCCGCCTAAACTGACTC
ACACTCCTGCAGTGCAGCTAAACAATACATTGCCTAACATTGCATGTTTTAAACTGCTTTT
AGGCACATATTTTATTTAAACTTTCAATGCACTAATTACAGTGTTGGCTTACACAAGTACA
TCCTACGCCAAATATGTCTTGTAAAACATAATTGAATACTGTTACTCACCAGGTGTGCACT
ACACGACCGGTTACGGTTACCGTAGCCACAACCACTTTTTGTTATAATTATAAATTATAAT
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CTTATACTAGTAAAAAGTAGGGTGTAACCGAAAACGGTCAGACCGAAACCGGTGTATATA
TATAGAACACAGTGTAGCTAACGCACGGCC 
 
L1 HPV-52 
Bsb-20 (GenBank: FJ202009) 
ATAATGGCATATGTTGGGGCAATCAGTTGTTTGTCACAGTTGTGGATACCACTCGTAGCAC
TAACATGACTTTATGTGCTGAGGTTAAAAAGGAAAGCACATATAAAAATGA AAATTTTAA
GGAATACCTTCGTCATGGCGAGGAATTTGATTTACAATTTATTTTTCAATTGTGCAAAATT
ACATTAACAGCTGATGTTATGACATACATTCATAAGATGGATGCCACTATTTTAGAGGACT
GGCAATTTGGCCTTACCCCACCACCGTCTGCATCTTTGGAGGACACATACAGATTTGTCAC
TTGTACTGCTATAACTTGTCAAAAAAACACACCACCTAAAGGAAAGGAAGA TCCTTTAAA
GGACTATATGTTTTGGGAGGTGGATTTAAAAGAAAAGTTTTCTGCAGATTTAGATCAGTTT
CC 
 
LCR HPV-58 
Bsb-295 (GenBank: FJ202010) 
TTGTTGTGGTACTTACACTATTTTATTATACATGTTTGTTTGTTTTATGTATGTGTTGTCTGT
TTGTTTATGTTTGTGTATATGTTGTATGTGTTATGTGTCATGTTTGTGTACATGTTCTATGTC
TTTGTCAGTTTCCTGTTTCTGTATATATGTAATAAACTATTGTGTGTATTGTAAACTATTTG
TATTGTTTGGGTGTATCTATGAGTAAGGTGCTGTCCCTAAATTGCCCTACCCTGCCCTGCCT
ATTATGCATACCTATGTAATAGTATTTGTATGATATGTATTTTATAGTTTT TAACAGTACTG
CCTCCATTTTACTTTACCTCCATTTTGTGCATGTAACCGATTTCGGTTGCTGGCACAAACGT
GTTTTTTTTAAACTACAATTTAAACAATACAGTTAATCCTTTCCCTTCCTGCACTGCTTTTG
CCTATACTTGCATATGTGACTCATATATACATGCAGTGCAGTTGCAAAATGTTTAATTATA
CTCATAGTTTAAACATGCTTATAGGCACATATTTTAACTTACTTTCAATGCTTAAGTGCAGT
TTTGGCTTGCACAATGGTTTGTTATGCCAAACTATGTCTTGTAAAAGTGACTCACTAACAT
TTATTGCCAGGTGTGGACTAACCGTTTTAGGTCACATTGTTCATGTTTCAACATTTTATATA
ATACTAAACTATAATGCCAAATCTTGTAAAAACTAGGGTGTAACCGAAAAC GGTCTGACC
GAAACCGGTGCATATATAAAGCAGACATTTTTTGGTAGGCTACTGCAGGACT 
 
Bsb-329 (GenBank: FJ202011) 
TTGTTGTGGTACTTACACTATTTTATTATACATGTTTGTTTGTTTTATGTATGTGTTGTCTGT
TTGTTTATGTTTGTGTATATGTTGTATGTGTTATGTGTCATGTTTGTGTACATGTTCTATGTC
TTTGTCAGTTTCCTGTTTCTGTATATATGTAATAAACTATTGTGTGTATTGTAAACTATTTG
TATTGTTTGGGTGTATCTATGAGTAAGGTGCTGTCCCTAAATTGCCCTACCCTGCCCTGCCT
ATTATGCATACCTATGTAATAGTATTTGTATGATATGTATTTTATAGTTTT TAACAGTACTG
CCTCCATTTTACTTTACCTCCATTTTGTGCATGTAACCGATTTCGGTTGCTGGCACAAACGT
GTTTTTTTTAAACTACAATTTAAACAATACAGTTAATCCTTTCCCTTCCTGCACTGCTTTTG
CCTATACTTGCATATGTGACTCATATATACATGCAGTGCAGTTGCAAAATGTTTAATTATA
CTCATAGTTTAAACATGCTTATAGGCACATATTTTAACTTACTTTCAATGCTTAAGTGCAGT
TTTGGCTTGCACAATGGTTTGTTATGCCAAACTATGTCTTGTAAAAGTGACTCACTAACAT
TTATTGCCAGGTGTGGACTAACCGTTTTGGGTCACATTGTTCATGTTTCAACATTTTATATA
ATACTAAACTATAATGCCAAATCTTGTAAAAACTAGGGTGTAACCGAAAAC GGTCTGACC
GAAACCGGTGCATATATAAAGCAGACATTTTTTGGTAGGCTACTGCAGGACT 
 
Bsb-367 (GenBank: FJ202012) 
TTGTTGTGGTACTTACACTATTTTATTATACATGTTTGTTTGTTTTATGTATGTGTTGTCTGT
TTGTTTATGTTTGTGTATATGTTGTATGTGTTATGTGTCATGTTTGTGTACATGTTCTATGTG
TTTGTCAGTTTCCTGTTTCTGTATATATGTAATAAACTATTGTGTGTATTGTAAACTATTTG
TATTGTTTGGGTGTATCTATGAGTAAGGTGCTGTCCCTAAATTGCCCTACCCTGCCCTGCCT
ATTATGCATACCTATGTAATAGTATTTGTATGATATGTATTTTATAGTTTT TAACAGTACTG
CCTCCATTTTACTTTACCTCCATTTTGTGCATGTAACCGATTTCGGTTGCTGGCACAAACGT
GTTTTTTTTAAACTACAATTTAAACAATACAGTTAATCCTTTCCCTTCCTGCACTGCTTTTG
CCTATACTTGCATATGTGACTCATATATACATGCAGTGCAGTTGCAAAATGTTTAATTATA
CTCATAGTTTAAACATGCTTATAGGCACATATTTTAACTTACTTTCAATGCTTAAGTGCAGT
TTTGGCTTGCACAATGGTTTGTTATGCCAAACTATGTCTTGTAAAAGTGACTCACTAACAT
TTATTGCCAGGTGTGGACTAACCGTTTTGGGTCACATTGTTCATGTTTCAACATTTTATATA
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ATACTAAACTATAATGCCAAATCTTGTAAAAACTAGGGTGTAACCGAAAAC GGTCTGACC
GAAACCGGTGCATATATAAAGCAGACATTTTTTGGTAGGCTACTGCAGGACT 
 


