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Andlise da integracdo gendmica do Papilomavirus Humano e a expresséo de
seus genes em cancer cervical

Ayslan Castro Brant
RESUMO

O céancer de colo de utero é o terceiro tipo de neoplasia com maior incidéncia
mundial em mulheres, apresentando o Virus do Papiloma Humano (HPV) como fator
necessario mas ndo suficiente para o seu desenvolvimento. A imortalizacdo e o
poder de transformacéo das células neoplasicas se devem aos oncogenes virais E6
e E7, que geram oncoproteinas capazes de mediar estimulos mitogénicos e
antiapoptoticos através de sua interacdo com proteinas reguladoras do ciclo celular.
Esses genes sdo expressos como um pré-RNAm E6/E7 bicisténico, e por meio da
existéncia de diferentes sitios de splicing, duas ou mais isoformas de mRNA E6/E7
séo produzidos. O genoma do HPV é mantido na forma epissomal no estagio inicial
das lesdes displasicas de baixo grau, porém, nas células pré-cancerosas avancadas
e na maioria dos carcinomas, ele estd integrado no DNA cromossémico. Essa
integracdo causa o aumento da expressao dos oncogenes E6 e E7, promovendo
vantagens seletiva para o crescimento tumoral. O objetivo do presente trabalho foi
analisar o padrdo de integracdo do genoma viral no genoma do hospedeiro, a
expressao dos genes do HPV e os produtos de splicing do RNAm E6/E7 em tumores
cervicais. Para esse fim extraimos o RNA de 25 bi6psias (14 infectadas com HPV16,
10 com HPV18 e uma co-infectada pelo HPV16 e HPV18). A partir do RNA das
amostras, foi realizado o sequenciamento de RNA (RNA-Seq) na plataforma Hi-Seq
2500 (lllumina). Através da busca por contigs quiméricos pela montagem “de novo”
do transcriptoma das células, encontramos integracdo em 18 amostras. Na maioria
das amostras o rompimento do genoma viral ocorreu nos genes E1 ou E2. Cerca de
52,6% das integracdes ocorreram em regides intergénicas do genoma celular, o
restante ocorreu dentro dos genes MCL1, PIGR, PXMP4, TP63, MMP13,
SLC16A14, HRH1, RAD51B e NRXN1. Nas amostras analisadas, encontramos trés
padrdoes de expressdo do genoma viral: amostras com maior expressao dos genes
E6/E7; equivalentes expressbes de EG6/E7 e de E2/E4; e amostras que
apresentaram expressdo de E2/E4 e E5 maiores do que de E6/E7. Para o HPV 16
detectamos 5 transcritos alternativos E6/E7 (E6*Il, E6*ll, E6*X, E6*V e E6*VI) mais o
transcrito E6+E7 que nédo sofre splicing. Ja para o HPV 18 detectamos os transcritos
E6*l e 0 E6+E7. O nivel de expressdo em todas as amostras infectadas pelo HPV16
foi E6*1 > E6*Il > E6+E7, e em algumas amostras encontramos baixas expressao
dos transcritos E6*X, E6*V e E6*VI. Todas as amostras infectadas com HPV18
apresentaram o transcrito E6*l mais expresso do que E6+E7.
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Human Papillomavirus genomic integration and gene expression at cervical
cancer

Ayslan Castro Brant

ABSTRACT

Cervical cancer is the third most incident type of cancer in women worldwide, and the
presence of Human Papillomavirus (HPV) is necessary but not sufficient for its
development. The immortalization and transformation of neoplasic cells are carried
out by the viral oncogenes E6 and E7, which will form proteins that can interfere with
specific proteins responsible for cell cycle regulation. Those genes are expressed as
a bicistronic E6/E7 pre-mRNA, producing two or more different alternative E6/E7
MRNAs due to alternative splicing. At initial phase of cervical infection, the HPV
genome is maintained as an episomal DNA, but in tumors, the viral genome is
integrated into the nuclear DNA of host cells. Once integrated, E6 and E7 viral
oncogenes are overexpressed, what will improve selective advantages to tumoral
development. Our goal is to analyze the HPV genome integration pattern at host
genome, the HPV gene expression and the E6/E7 splicing products in cervical
tumors. To this purpose, we extracted total RNA from 25 cervical cancers samples
(14 infected with HPV16, 10 with HPV 18 and 1 co-infected with HPV16 and HPV18).
The RNA sequencing (RNA-Seq) at Hi-Seq 2500 (lllumina) was done with the RNA
extracted from each sample. To determine the HPV integration, we made a de novo
construction of cellular transcriptome and a search for chimeric contigs. We have
found integration in 18 samples, and in most samples, the HPV genome break was
observed at E1 or E2 genes. We found that 52,6% of integrations occurred at
intergenic regions of cellular genome, and the remaining integrations occurred inside
genes like MCL1, PIGR, PXMP4, TP63, MMP13, SLC16A14, HRH1, RAD51B and
NRXNL1. In the analyzed samples, we found three viral genome expression pattern:
samples with higher E6/E7 expression; samples with equivalent E6/E7 and E2/E4
expression; and samples with E2/E4 and E5 expression higher than E6/E7. To HPV
16 we found five different types of E6/E7 alternative transcripts (E6*l, E6*Il, E6*X,
E6*V and E6*VI), plus the E6+E7 transcript. In respect to HPV 18 we detected the
E6*l and E6+E7 transcripts. For all samples infected by HPV 16, the expression level
were E6*1 > E6*Il > E6+E7, and the transcripts E6*X, E6*V and E6*VI were found at
low levels in a few samples. All samples infected with HPV18, the transcript E6*I is
expressed higher than E6+E7.
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1- Introducéao
1.1- Epidemiologia do cancer de colo de utero

O numero mundial de casos de cancer de colo de utero aumentou de 378 mil
casos no ano de 1980 para 454 mil casos em 2010, apresentando uma taxa de
crescimento anual de 0,6%. A taxa de mortalidade desse cancer vem diminuindo ao
longo dos anos, porém em 2010 ele foi responsavel pela morte de cerca de 200 mil
mulheres no mundo (FOROUZANFAR et al., 2011). Para o ano de 2012 foi estimada
a ocorréncia de 527 mil novos casos, passando a ser o quarto tipo de cancer mais
comum entre as mulheres (INCA, 2014). Mais de 85% dos casos de cancer cervical
ocorrem em paises subdesenvolvidos, sendo que a maioria das mortes decorrentes

do cancer de colo uterino ocorrem nesses paises (SHULZHENKO et al., 2014).

No Brasil, o cancer de colo de Utero € o terceiro tipo de cancer mais incidente
entre as mulheres, sendo superadas apenas pelo cancer de mama e pelo cancer de
colo e reto (figura 1.1). Para o ano de 2014, foram estimados 15.590 novos casos do
cancer de colo de utero, com uma incidéncia de 15,33 novos casos a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2014).



ESTIMATIVA | 2014

Taxas brutas de incidéncia das localizagoes primarias*
estimadas para 2014, em mulheres, Brasil.

Mama feminina
Célon e Reto
Colo do atero
Traquela, Brénquio e Pulméo
Gléndula Tireolide
Estébmago
Corpo do Gtero
Ovérlo
Linfoma néo-Hodgkin
Leucemias 4,24
Sistema Nervoso Central 4,05
Cavidade Oral 3,92
Pele Melanoma . 2,85
Esdfago ! 2,70
Bexiga 2,15
Linfoma de Hodgkin | 0,83
Laringe | 0,75
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00

* Exceto pele nao melanoma

Valores por 100 mil
Fonte: MS/INCA/ Estimativa de Cancer no Brasil, 2013

MS/INCA/CGPV/Divisio de Vigilancia e Anélise de Situacio

Figura 1.1: Estimativa dos tipos de céncer feminino mais comum na populacdo brasileira realizada
pelo Instituto Nacional do Céncer (INCA), para o ano de 2014. Esses dados ndo incluem o cancer de
pele ndo melanoma. Obtidos de INCA, 2014.

1.2- HPV e Cancer

O Papilomavirus Humano (HPV) é o principal fator de risco para o
desenvolvimento de lesdes intraepiteliais de alto grau e do cancer do colo do Gtero,
sendo considerado um fator necessario, mas ndo suficiente, para ativar o
desenvolvimento tumoral. Além do HPV, fatores do hospedeiro como a imunidade,
caracteristicas genéticas e o comportamento sexual também séo alguns dos fatores
de risco associados ao desenvolvimento do cancer (BODILY; LAIMINS, 2011,
NAKAGAWA et al., 2000).

Com base em estudos epidemiolégicos do Condiloma Acuminata, Zur Hausen
propds pela primeira vez uma associacao entre HPV e o cancer de colo uterino. O
Condiloma Acuminata é uma doencga transmitida através de contato sexual no qual

apresenta como caracteristica verrugas genitais, que podem se tornar malignas,
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onde esta presente o HPV (ZUR HAUSEN, 1976). Posteriormente, em 1978
particulas virais de HPV foram encontradas em lesdes na cérvice uterina por DELLA
TORRE et al., 1978 e LAVERTY et al., 1978. Cerca de 99% das neoplasias

intraepiteliais cervicais contém sequéncias virais (WALBOOMERS et al., 1999).

Ja foram identificados mais de 100 tipos de HPV, dos quais aproximadamente
40 infectam o trato genital (DE VILLIERS et al., 2004). Os HPVs genitais podem ser
subdivididos em HPVs de baixo risco, que s&o encontrados principalmente em
verrugas genitais, e HPVs de alto risco, que sao frequentemente associados com
cancer cervical invasivo (JACOBS et al., 1995). Estudos epidemioldgicos feitos em
2003 identificaram 15 tipos de HPV como sendo de alto risco para o
desenvolvimento de cancer cervical (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 73 e 82) e 12 de baixo risco (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e CP6108).
Além desses, 3 tipos de HPV foram considerados provavelmente de alto risco (26,
53, 66) e outros 3 foram classificados como HPV de risco indeterminado (34, 57 e
83) (MUNOZ et al., 2003). Estudos de meta-analise sugerem que o HPV16 e HPV18
Sao 0s que apresentam maior prevaléncia em mulheres com lesfes cervicais de alto

grau e cancer cervical em diferentes regides do mundo (DE SANJOSE et al., 2007).

1.3- Estrutura e organizacdo do genoma do HPV

O papilomavirus humano é um virus pertencente a familia papillomaviridae,
gue apresenta tropismo por células escamosas epiteliais. Seu genoma € formado
por uma molécula de DNA fita dupla circular com aproximadamente 8 Kb envolvida
por proteinas do capsideo viral que tem forma icosaédrica, € um virus nao-
envelopado, com diametro entre 52 — 55 nm (MCLAUGHLIN-DRUBIN; MEYERS;
MUNGER, 2012).

O genoma do HPV pode ser dividido principalmente em duas regides: regido
codificante e regido nao codificante. Na regido codificante encontram-se os genes de
expressao precoce (E — early) e os genes de expressao tardia (L — late). A regiao
nao codificante é uma regidao de controle da transcricdo e duplicacdo do genoma
viral, sendo denominada longa regido de controle (LCR — long control region)
(NGUYEN; RAMIREZ-FORT; RADY, 2014).



A regido codificante dos genes E ocupa aproximadamente 50% do genoma
do HPV e apresenta seis regides abertas de leituras (ORF — open read frame)
correspondentes aos genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7. Esses genes codificam
proteinas que sdo necessarias para a replicacao viral (E1), para o controle de
transcricdo do DNA viral (E2) e que interferem no ciclo celular da célula hospedeira
(E4, E5, E6 e E7). A regido codificante dos genes L ocupam aproximadamente 40%
do genoma viral e apresentam ORF para os genes L1 e L2, que irdo codificar
proteinas estruturais do virion (figura 1.2). A LCR representa 10% do genoma viral e
nao codifica nenhuma proteina funcional. Porém, nessa regido encontram-se o sitio
de origem de replicacdo e multiplos sitios para ligacédo de fatores de transcricdo, que
séo importantes para determinar o inicio da transcricdo do genoma viral pela RNA
polimerase Il (BERNARD, 2002; MORSHED et al., 2014; ZHENG; BAKER, 2006).
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Figura 1.2: Representacdo estrutural do genoma do HPV. O genoma do HPV é formado por uma

molécula de DNA circular fita dupla com aproximadamente 8 Kb. Esse genoma apresenta trés regides
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principais: regido de controle da transcricdo (LCR), genes de expressdo precoces (E) e genes de
expressdo tardia (L). Cada um dos genes do HPV apresenta fun¢des importantes para o ciclo
reprodutivo viral. O genoma do HPV ainda apresenta duas regifes de poli-adenilagdo, uma para 0s
transcritos dos genes precoces - poly-A (early) e outro para os genes de expressao tardia - poly-A
(late). Adaptada de LIE; KRISTENSEN, 2008.

O genoma do HPV apresenta dois promotores principais, um promotor
precoce que é responsavel pelo controle da expressao de quase todos os genes E
e, um promotor tardio, que ira controlar a expressao dos genes L. Para o HPV 16
esses dois promotores sao respectivamente o P97 e o P670. O promotor P97 esta
localizado upstream a ORF do gene E6 (dentro da LCR) (SMOTKIN; WETTSTEIN,
1986), jA& o promotor P670 estd localizado dentro da ORF do gene E7
(GRASSMANN et al., 1996). O promotor P105 do HPV 18 é equivalente ao promotor
P97 no HPV 16 (ZHENG; BAKER, 2006). O término da transcricdo dos transcritos
precoces e tardios sao determinados respectivamente pelos sitios de poli-adenilacao
precoces (poly-AE), localizado dentro da ORF de L2, e pelo sitio de poli-adenilacao
tardio (poly-AL), localizado dentro da LCR (SCHWARTZ, 2008; WANG et al., 2011).

Devido ao fato do genoma do HPV apresentar apenas dois promotores e dois
sitios de poliadenilacdo, todos os oito genes virais (E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1, L2)
sdo transcritos a partir da mesma fita molde de DNA, gerando transcritos
policistronicos ou bicistronicos, referentes aos genes E e aos genes L. Esses
transcritos sdo processados por diversos eventos de splicing alternativo gerando,
assim, mais de oito produtos génicos (JOHANSSON; SCHWARTZ, 2013).

1.3.1- Funcé&o dos produtos génicos

A proteina E1 é fundamental para que ocorra a replicagdo do DNA viral. Ela é
a unica enzima codificada pelo HPV que apresenta atividade de DNA helicase. Uma
vez que essa proteina se liga a origem de replicacao viral ir4 recrutar a maquinaria
de replicacdo da célula promovendo a replicacdo do DNA viral (IARC, 2007). Atua,
ainda, como um agente repressivo na transcricdo e inibe a replicacdo do DNA,
mantendo constante o numero de copias de DNA epissomal dentro das células
(BEUTNER; TYRING, 1997; GNANAMONY; PEEDICAYIL; ABRAHAM, 2007).



A proteina E2 apresenta trés funcdes principais no ciclo reprodutivo do HPV.
A primeira funcao €é regular a expressao de outros genes virais, atuando como um
repressor ou ativador transcricional. Essa capacidade de regulacdo se deve a
ligacdo da proteina E2 em sitios especificos localizado na LCR. A expressdo dos
genes E6 e E7 € modulada por essa funcdo de E2 (IARC, 2007). Ja a segunda
funcdo da proteina E2 é promover a replicacdo do DNA viral, uma vez que ela
recruta a proteina E1 no sitio de origem de replicacdo (BEUTNER; TYRING, 1997),
enquanto a terceira principal funcdo da proteina E2 € transferir o genoma viral para

as células filhas durante a divisdo celular do hospedeiro (IARC, 2007).

A proteina E4 é a mais abundante das proteinas expressas pelo HPV, sendo
gue sua funcado no ciclo reprodutivo do HPV e na geracao do cancer cervical ainda
ndo estd bem definido. Aparentemente a proteina E4 apresenta varias fungdes no
ciclo reprodutivo viral, apresentando um importante papel na liberacdo e na
transmissao das particulas virais (DOORBAR, 2013). Estudos em diferentes tipos de
HPV indicam que E4 apresenta a capacidade de destruir o complexo de queratina
celular facilitando, assim, a liberacdo e/ou a transmissdo das particulas virais
(BRYAN; BROWN, 2000). Também foi observado que essa proteina tem a
capacidade de inibir a proliferacdo celular na fase G2 do ciclo celular (DAVY;
DOORBAR, 2007).

A proteina E5 estd sendo considerada o terceiro oncogenes viral, porém a
sua funcdo também nédo estd bem estabelecida. Ha indicios de que essa proteina
contribui quantitativamente na fase produtiva do ciclo reprodutivo do HPV (IARC,
2007). Além disso, evita que as células infectadas sejam reconhecidas pelo sistema
imunologico (MORSHED et al., 2014).

As oncoproteinas E6 e E7 apresentam um papel fundamental na
transformacdo maligna das células infectadas pelo HPV, provocando uma
diminuicdo na regulagdo do controle do ciclo celular e da maturacdo celular
(GNANAMONY; PEEDICAYIL; ABRAHAM, 2007). A proteina E6 se liga a proteina
p53 levando a sua degradacdo proteolitica, gerando como consequéncia uma
replicagcdo descontrolada das células infectadas (BEUTNER; TYRING, 1997). A
proteina E7 se liga a proteina pRb e promove a sua degrada¢do. Com isso, ocorre a
perda do controle do ciclo celular, o que favorece a replicacdo do DNA viral, uma vez

gue a célula € mantida na fase S do ciclo (IARC, 2007).
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As proteinas L1 e L2 sao proteinas estruturais do capsideo viral, onde a L1 é
conhecida como proteina maior e a L2 como proteina menor do capsideo (IARC,
2007). A ORF do gene L1 é a regidao mais conservada do genoma do HPV, com
isso, sua sequéncia nucleotidica € utilizada para a identificacdo de diferentes tipos e
subtipos de HPV. Se a sequéncia nucleotidica de L1 apresentar diferenca maior do
que 10% em comparacdo com outro HPV, conclui-se que esses virus sao de tipos
diferentes. Entretanto, se a diferenca for entre 2% e 10%, os HPVs s&o de diferentes
subtipos; enquanto que, se a diferenca de L1 for menor do que 1% os virus séo de
variantes diferentes (IARC, 2007).

1.4- O ciclo reprodutivo do HPV

Durante o ciclo reprodutivo normal do HPV (figura 1.3), na fase produtiva da
infeccdo os virus infectam as células proliferativas da camada basal do epitélio
estratificado escamoso através de uma micro-lesdo. Dentro da célula o material
genético viral é liberado do capsideo e transportado para o interior do ndcleo, onde
permanece na forma epissomal. Nas células basais, utilizando dos mecanismos de
replicacdo celular, o promotor precoce é ativado permitindo a expressado dos genes
E, porém, as expressdes dos oncogenes E6 e E7 acabam sendo reprimidas pela
proteina E2 (STEGER; CORBACH, 1997). Nessa etapa, ocorre um aumento do
namero de copias do DNA epissomal para aproximadamente 50-100 genomas por
células (SHULZHENKO et al., 2014).
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Figura 1.3: Ciclo reprodutivo do HPV e progressdo para o cancer cervical. Através de uma micro-
lesdo no epitélio o papilomavirus humano (HPV) infectam as células proliferativas da camada basal
do epitélio. Apds a infeccdo, os genes precoces (E) sdo expressos e o DNA viral se replica a partir do
DNA epissomal (nucleo roxo). A medida que as células infectadas migram para a zona média e para
a zona superficial do epitélio, o0 genoma viral se replica de forma mais intensa e, os genes tardios L1
e L2 sdo expressos. Apos a replicagdo do DNA epissomal e da sintese das proteinas do capsideo
viral L1 e L2, novas particulas virais sdo montadas e liberadas na superficie do epitélio, podendo
assim infectar novas células da camada basal. Neoplasias intraepiteliais de baixo grau (CIN 1) sédo
observados durante a fase produtiva da infeccdo pelo HPV. A progressdo das lesdes intraepiteliais
escamosas para neoplasia intraepitelial cervical de alto grau (CIN 2/3) e para cancer invasivo esta
associada com a integragdo do genoma do HPV no genoma da célula hospedeira (nacleo vermelho).
Geralmente a integracdo provoca uma perda para proteina E2 devido a ruptura que ocorre no gene
E2 e, como consequéncia, € observado uma super-expressdo dos oncogenes virais E6 e E7.
Adaptada de WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007.

A medida que as células basais se diferenciam, a divisao celular cessa e as
células migram para a camada suprabasal do epitélio. E observado que neste ponto,
além do promotor tardio do HPV ser ativado, ocorre um aumento da expressao dos
genes E6 e E7. Como consequéncia da expressdo desses oncogenes, as células
infectadas voltam a sintetizar seu DNA e 0 processo de apoptose € inibido, dando
inicio a formacdo de um processo displasico. Aproveitando a reativacdo da

8



multiplicacdo celular, o genoma viral se multiplica em centenas ou até mesmo
milhares de coOpias e, as proteinas L1 e L2 do capsideo séo sintetizadas. Com o
DNA viral multiplicado e as proteinas do capsideo sintetizadas, o virion é formado e
novas particulas virais sdo liberadas na camada superior do epitélio, ficando
disponivel para infectar novas células da camada basal (figura 1.3) (CHENG et al.,
1995; HUMMEL; HUDSON; LAIMINS, 1992).

Durante a fase produtiva da lesdo, a infeccdo é observada através da
presenca de mudancas pré-malignas na histologia do epitélio cervical. Nessas
infeccbes iniciais as alteracbes formam displasias epiteliais médias, que séao
classificadas como neoplasia intraeptelial cervical de baixo grau (CIN1 — low-grade
cervical intraepithelial neoplasia) (MARTIN; O’LEARY, 2011; WOODMAN; COLLINS;
YOUNG, 2007). Na maioria dos casos essa infeccdo € eliminada pelo sistema
imunologico feminino. Aproximadamente de 10 a 15% dos casos, a infeccdo pelo
HPV se torna persistente, isso se deve, provavelmente, ao mecanismo viral de
inibicio e escape do sistema imunolégico, além da deficiéncia na resposta
imunologica da mulher (BODILY; LAIMINS, 2011; NAKAGAWA et al., 2000). A
infeccdo persistente € conhecida como fase de transformacao da infeccdo, no qual é
observado um aumento da expresséo dos genes E6 e E7. O aumento das proteinas
E6 e E7 ir4 bloquear a regulacdo negativa do ciclo celular através da degradacédo
das proteinas p53 e pRb (SHULZHENKO et al.,, 2014). Nessa etapa as lesodes
epiteliais aparecem como displasia moderada (CIN2) ou lesdes epiteliais de alto
grau (CIN3) (MARTIN; O'LEARY, 2011). A progressao das lesfes CIN2 e CIN3 para
0 cancer invasivo esta relacionada com a integracdo do genoma viral no genoma do

hospedeiro (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Progressdo da infec¢do cervical provocada pelo papilomavirus humano (HPV) para

céancer invasivo. Do total de mulheres que apresentam infec¢édo pelo HPV, a grande maioria tem a
infeccdo eliminada pelo préprio sistema imunoldgico, apenas uma pequena parcela progride para a
formacgdo de neoplasias intraepiteliais cervicais (CIN 1 e CIN 2/3) ou para o cancer invasivo. A
progressdo da infeccdo estd relacionada com a integracdo do genoma viral no genoma do
hospedeiro, podendo o genoma viral ser encontrado em diferentes estados fisicos [apenas epissomal,
epissomal + integrado (mistura) ou apenas integrado]. Nas diferentes etapas da leséo cervical, a
integracdo ainda pode afetar de diferentes formas a expressédo do gene E2 e dos oncogenes E6 e E7.
Adaptada de SHULZHENKO et al., 2014.

1.4.1- Integracdo do genoma viral

Alguns estudos vem demonstrando que a integracdo do DNA do HPV no
genoma do hospedeiro é uma etapa importante para o desenvolvimento do cancer
cervical (figura 1.3), porém o mecanismo no qual leva a integragdo € pouco
conhecido (JEON; ALLEN-HOFFMANN; LAMBERT, 1995). A mudanca do estado
fisico do genoma do HPV de epissomal para integrado esta fortemente associado
com a severidade das lesdes neoplasicas. Lesdes CIN1 apresentam o genoma do
HPV exclusivamente na forma epissomal, enquanto que mais de 75% dos casos de
CIN2 e CIN3 apresentam uma mistura do genoma do HPV, apresentando tanto a

forma epissomal quanto a integrada (figura 1.4). No estagio de cancer invasivo,
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raramente € observado a presenca apenas do genoma epissomal, sendo a forma
integrada a mais comum (presente de 45 a 80% dos casos), porém em diversos
casos 0 genoma viral pode ser encontrado nos dois estados (CRICCA et al., 2007;
TONON et al.,, 2001). A frequéncia com que a integracao viral € encontrada em
carcinomas provocados pelo HPV 16 e pelo HPV 18 é bastante alta, sendo
aproximadamente 80% e 100% respectivamente (PETT; COLEMAN, 2007). Como
pode ser observado, h& diversos estudos para entender a relagdo da integragdo com
a progressao tumoral, porém esses resultados ainda sdo bem diferenciados.

A integracdo ndo € uma etapa normal do ciclo reprodutivo do virus HPV de
alto risco, pois ela causa a quebra de genes virais que sao essenciais para a sintese
de uma particula viral infectante (PETT; COLEMAN, 2007). Normalmente a quebra
do genoma do HPV ocorre downstream aos genes E6 e E7, sendo com maior
frequéncia na regido dos genes E1 ou E2 (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007)
(figura 1.5). Essa quebra resulta na perda da funcdo do gene repressor viral E2, o
gue leva a uma remodelacdo do promotor E6/E7 (HAM et al., 1991). Esse processo
irA aumentar a estabilidade dos RNAmM que codificam os oncogenes E6 e E7,
promovendo vantagens seletiva para a proliferacdo celular (JEON; ALLEN-
HOFFMANN; LAMBERT, 1995; JEON; LAMBERT, 1995). O aumento da expressao
de E6 e E7 ira levar perda da funcéo de importantes proteinas celulares como a p53
e a pRb (MUNGER et al., 2004). Eventualmente o HPV integrado pode permanecer
de forma silenciosa em um pequeno numero de células por um longo periodo sem

desencadear o crescimento seletivo dessas células (SHULZHENKO et al., 2014).
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Figura 1.5: Representagéo da integracdo do genoma do HPV 16 no genoma da célula hospedeira.
Nas lesdes intraepiteliais de baixo grau o genoma viral € normalmente encontrado na forma
epissomal, no qual a proteina gerada pela expressdo do gene E2 ira reprimir a expressao dos
oncogenes E6 e E7. Principalmente durante a carcinogénese, o DNA viral é integrado no genoma do
hospedeiro e, para que isso ocorra, € necessario que haja uma quebra no genoma viral, que
normalmente ocorre no gene E2 (seta amarela). Com a falta da proteina E2, ap0s a integragdo e com
a modulagéo do promotor dos genes E localizados na longa regido de controle (LCR), os genes E6 e
E7 sdo super-expressos, contribuindo para a progressdo tumoral. Adaptada de NGUYEN; RAMIREZ-
FORT; RADY, 2014.

Tem sido especulado que importantes genes celulares sdo afetados pela
integracdo do genoma viral, e essa interferéncia também contribui para o aumento
do risco da progressdo das lesdes neoplasicas induzidas pelo HPV (DURST et al.,
1987). Mutagénese insercional provocada pela integracdo de sequéncias virais pode
ativar oncogenes celulares ou inativar genes supressores tumorais das células
hospedeiras (PETER et al., 2010). A integracdo do genoma viral pode ocorrer em
qgualquer local do genoma, mas envolve frequentemente sitios frageis, pontos de
translocacdes conhecidos e regibes de transcricdo ativas (KRAUS et al.,, 2008).
Estudos afirmam que a integracdo ocorre preferencialmente dentro ou perto de

genes potencialmente tumorais, como o0 gene MYC; além disso, identificaram
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multiplos genes que sédo afetados pela integracdo do HPV 18, e dentre estes
encontram-se genes supressores tumorais, proto-oncogenes e genes envolvidos na
manutencdo da integridade do DNA (FERBER et al., 2003; VINOKUROVA et al.,
2005).

1.5- Expressédo do genoma do HPV

Na literatura pouco se conhece a respeito da expressdo génica do HPV e
consequentemente quais os tipos de transcritos irdo levar a sintese de quais
proteinas. A maioria dos estudos foram realizados com o HPV 16, tendo entdo seu
mecanismo de expressdo génica melhor entendido. Apesar do HPV 18 ser o
segundo tipo de HPV com maior importancia para o desenvolvimento do cancer,
muito pouco se sabe a respeito do seu mecanismo de expressdo génica. A
organizacdo do genoma desse tipo de HPV e o mapa dos seus transcritos comecgou

a ser compreendida melhor por WANG et al., 2011.

O genoma do HPV 16 contém um promotor precoce p97 e um promotor tardio
p670. Para que ocorra a expressao de cada gene do HPV no momento exato do
ciclo reprodutivo viral, € necessario que exista um mecanismo de controle do
processamento do RNA viral. Sendo assim, na etapa inicial do ciclo reprodutivo viral,
no qual apenas o promotor precoce € utilizado, é importante que apenas o sinal poli-
adenilacdo precoce (poly-AE) e os sitios de splicing dos genes precoces sejam
utilizados evitando, assim, a expressao dos genes tardios. Esse controle sugere que
o sinal poli-adenilacédo tardio (poly-AL) e os sitios de splicing dos genes tardios
sejam reprimidos durante a fase que esta correndo a divisao celular. Por outro lado,
guando os genes tardios precisam ser expressos, durante a fase de liberacdo das
particulas virais, € necessario que o poly-AE e os sitios de splicing dos genes

precoces sejam inibidos (SCHWARTZ, 2008).

Células com alta taxa proliferativa infectadas por HPV 16 possuem uma
expressao constante dos oncogenes E6 e E7, dessa forma, a expressado desses
genes € considerada um pré-requisito para que ocorra a proliferacdo celular
(DOORBAR, 2005). Nessas células o ciclo replicativo do HPV 16 est4 estagnado na
fase inicial, apresentando uma expressao continua dos genes precoces e repressao
da expressao dos genes tardios L1 e L2, dessa forma as células de cancer cervical

nunca expressam as proteinas L1 e L2 (SCHWARTZ, 2008).
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Estudos mostraram que enquanto o genoma do HPV 16 estiver na forma
epissomal, independentemente se for em lesdes de alto grau ou em cancer invasivo,
irA ocorrer a expressao dos genes E1 e E2, mesmo que seja em baixos niveis
(HEBNER; LAIMINS, 2006). Também foi observado que o RNAmM E4 em HPV 16 é o
mais abundante, isso se deve pois o sitio de splicing (SA3358) que é utilizado para
gerar esse RNAmM pode ser utilizado tanto nos pré-RNAmM precoces quanto nos
tardios (RUSH; ZHAO; SCHWARTZ, 2005).

O processo de splicing do RNAmM é um importante mecanismo de regulacao
da expressdo génica a nivel pés-transcricional, sendo fundamental durante o ciclo
reprodutivo do HPV. Pelo fato do genoma do HPV normalmente apresentar apenas
dois promotores (um precoce e outro tardio) e dois sitios de poliadenilacédo (poly-AE
e poly-AL), os transcritos formados geralmente s&o policistrOnicos, apresentando
multiplos éxons e introns. Entdo, para codificar as diversas proteinas a partir desse
RNAmM policistronico, o HPV necessita do mecanismo de splicing alternativo
(ZHENG; BAKER, 2006).

1.5.1- Splicing alternativo

O RNAm sofre splicing atraves de um complexo de proteinas chamadas de
spliceossomo, no qual irdo eliminar introns ndo codificantes do pré-RNAm e
combinar os éxons formando, assim, o0 RNAm codificante. Para a formacédo do
spliceossomo € necessario a combina¢do de cinco pequenas ribonucleoproteinas -
snRNP (U1, U2, U4, U5 e U6) com diversos outros fatores de splicing (ZHENG;
BAKER, 2006).

As zonas de transicOes do éxon-intron sdo determinadas pela presenca do
sitio de splicing 5’ (5’ss ou sitio doador — SD) e do sitio de splicing 3’ (3’ss ou sitio
aceptor — SA). Um intron sempre comeca com o dinucleotideo GU e termina com
AG, além disso, na extremidade do sitio de splicing 3’ apresenta uma regido
chamada de Branch point que possui uma adenina (A) conservada, seguida de uma
sequéncia de polipirimidina (figura 1.6 A). Durante o processamento do pre-RNAm, o
5’ss é complementar ao RNA splicessomal Ul (U1snRNA) da Ul snRNP presente
no spliceossomo e, o 3'ss contendo o Branch point e a sequéncia polipirimidina,
interage com os componentes E2snRNP e U2AF65-U2AF35 (figura 1.6 B). Esses
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reconhecimentos dos sitios de splicing pelos componentes do spliceossomo sao
necessarios, mas nao suficiente para determinar uma transicdo éxon-intron e assim
ocorrer o splicing (JOHANSSON; SCHWARTZ, 2013).

A Sitio de splicing 5’ Int{on Sitio de splicing 3’
(Exon R_:[A)AG:GU RAGU IYNYU RAC“YYYYYYYYAG : Exon |
|
Branch pointI Polipirimidina
B

/NN
) G
AGL [ | Lol |

Sitio de Silenciador
splicing 3’ Ativador

| 1 | | 3 | Sitio de splicing 3’ alternativo

Wﬁ 3 | Sitio de splicing 5" alternativo

| 1 | | 2 | | 3 | Inclusdo ou exclusdo do éxons

Figura 1.6: Componente reguladores do splicing alternativo. Na zona de transicdo éxon-intron
apresenta o sitio de splicing 5’ (5’ss) e o sitio de splicing 3’ (3’ss). Um intron sempre € iniciado com o
dinucleotideo GU e termina com AG, além disso, na regido 3’ss do intron ha uma sequéncia chamada
de Branch point (que apresenta uma adenina conservada) e uma sequéncia de polipirimidina (A).
Durante o processo do splicing, a regido 3'ss é reconhecida pelos componentes U2AF65-U2AF35 do
spliceossomo. O reconhecimento e 0 recrutamento das proteinas do spliceossomos nos sitos de
splicing sado regulados por proteinas reguladoras (SR e hnRNP) que se ligam as regides ativadoras
ou silenciadoras do RNAm (B). O splicing alternativo pode ocorrer quando diferentes sitios de splicing
3’ ou 5’ sado recrutados, ou ainda quando ha a excluséo ou inclusdo de um éxons, formando assim
diferentes RNAm a partir do mesmo pré-RNAm (C). Adaptada de JOHANSSON; SCHWARTZ, 2013.

Em regifes adjacentes aos sitios de splicing existem sequéncias conservadas

ativadoras e silenciadoras no qual se ligam determinados proteinas reguladoras,
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tornando o reconhecimento desses sitios mais eficazes, estimulando ou inibindo o
seu uso (CHEN; MANLEY, 2009). Essas proteinas que se ligam nos ativadores e
silenciadores pertencem respectivamente as familias das proteinas SR (do inglés
serine-arginine-rich protein) e das ribonucleoproteinas heterogenias nucleares
(hnRNP) (figura 1.6 B) (JOHANSSON; SCHWARTZ, 2013; LONG; CACERES,
2009). Essas sequéncias ativadoras e silenciadoras de splicing existem tanto em
éxons quanto em introns, sendo chamadas de ativador exonico de splicing (ESE -
exonic splicing enhancer); silenciador exonico de splicing (ESS — exonic splicing
silencer); ativador intronico de splicing (ISE — intronic splicing enhancer); silenciador
intronico de splicing (ISS — intronic splicing silencer) (figura 1.7) (KORNBLIHTT et al.,
2013; LADD; COOPER, 2002; ZHENG, 2004). Essas proteinas reguladoras que se
ligam nas regibes reguladoras do splicing, ou recrutam as proteinas do
spliceossomo para os sitios de splicing, ou interferem negativamente com esse
recrutamento. Sendo assim, a eficiéncia do splicing é determinada pelo numero e
combinacdes dos fatores ativadores e silenciadores, além da sua combina¢cdo com
os elementos formadores do spliceossomo (JOHANSSON; SCHWARTZ, 2013).

v

Exon

Figura 1.7: Sequéncias e fatores reguladores do splicing. O splicing € regulado por regides de
sequéncias reguladoras presentes no pré-RNAm, no qual podem ser ativadoras ou silenciadoras,
localizadas tanto nos introns (ativador intronico de splicing — ISE; silenciador intronico de splicing -
ISS) quanto nos éxons (ativador exonico de splicing - ESE; silenciador exonico de splicing - ESS).
Nessas sequéncias se ligam proteinas reguladoras pertencentes as familias SR (serine-arginine-rich

protein) e hnRNP (ribonucleoproteinas heterogenias nucleares). Essas proteinas quando ligado nos
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sitios reguladores podem recrutar ou impedir a ligacdo das proteinas que forma o spliceossomo
(representados em verde) nos sitios de splicing 5’ e 3'. Adaptada de KORNBLIHTT et al., 2013.

Nas células do humano, diversos RNAm sofrem o splicing alternativo no qual
um éxon do pré-RNAm pode ser combinado de varias maneiras, criando diferentes
RNAm que codificam diferentes proteinas (figura 1.6 C). Pelo fato do genoma viral
ser pequeno e apresentar genes que possuem sobreposi¢cédo de suas ORFs, 0s virus
também dependem do splicing alternativo para aumentarem o repertorio de
proteinas que eles podem codificar. Além disso, o splicing alternativo € utilizado para
controlar temporalmente a expressdo génica viral durante seu ciclo reprodutivo.
(JOHANSSON; SCHWARTZ, 2013; ZHENG, 2004).

1.5.2- Transcritos alternativos E6/E7

A transcricdo dos genes E6 e E7 ocorre de forma diferenciada nos HPVs de
alto risco e de baixo risco. Para o HPV de alto risco, os oncogenes E6 e E7 séo
transcritos utilizando o mesmo promotor e 0 mesmo sitio de poliadenilacdo, gerando
um pré-RNAm bicistrénico E6/E7. Esse pré-RNAm apresenta trés éxons e dois
introns, sendo o intron 1 localizado dentro da ORF do E6. No HPV de baixo risco, os
genes E6 e E7 sdo expressos individualmente, necessitando de dois promotores
distintos para formar o RNAmM E6 e o RNAm E7. Além disso, o RNAm E6 do HPV de
baixo risco ndo apresenta intron. Sendo assim, splicing na ORF de E6 ocorre
predominante no pré-RNAm do HPV de alto risco, ndo sendo observados no HPV de
baixo risco. O pré-RNAm bicistronico E6/E7 no HPV 16 e HPV18 quando sofre
splicing completo, eliminado os dois introns, codifica a proteina E7, porém se sofrer
splicing parcial, eliminando apenas o intron 2, codifica a proteina E6 (figura 1.8)
(ZHENG, 2010).

O intron 1 do pré-RNAm E6/E7 no HPV 18 possui apenas um sitio de splicing
5 (SD233) e um sitio de splicing 3’ (SA416) (figura 1.9), ja no HPV 16 apresenta trés
5’ss (SD191, SD221 e SD226) e trés 3’ss (SA409, SA526 e SA742) (figura 1.10 A)
(AJIRO et al., 2012; ZHENG; BAKER, 2006). Na literatura foram identificados cinco
transcritos alternativos E6/E7 originados do splicing alternativo do intron 1 do pré-
RNAmM E6/E7 no HPV 16: E6*l (formado a partir da utilizacdo dos SD226 e SA409,
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formando a juncédo de splicing 2267409), E6*Il (2267526), E6*X (226"742), E6*V
(2217409) e E6*VI (1917409) (figura 1.10 B) (AJIRO et al., 2012; TANG et al., 20086).
O splicing do intron 1 no HPV 18 forma apenas o transcrito alternativo EG6*
(2337416) (ZHENG et al., 2004).

O'”‘Q 0"“\
L4 - -, -
“ \‘ "0 ~Q
- Pré-RNAm E6/E7
intron 1 intron 2
Splicing parcial Splicing completo
Oncoproteina E6 Oncoproteina E7

Figura 1.8: Splicing do intron 1 do pré-RNAm bicistrénico E6/E7 do HPV 16 ou HPV 18 é essencial
para a producéo da oncoproteina E7. O pré-RNAm E6/E7 apresentam trés éxons (caixas coloridas) e
dois introns (linhas). A maioria dos RNAmM E6/E7 em cancer cervical e linhagens celulares sofrem
splicing completo, eliminando os dois introns, permitindo assim a producéo da oncoproteina E7. Uma
menor quantidade desses pré-RNAm sofre splicing parcial, retendo o intron 1 e mantendo a ORF de

E6 intacta, codificando assim a oncoproteina E6. Adaptada de ZHENG, 2010.
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Figura 1.9: Splicing alternativo pré-RNAm E6/E7 no HPV18. O intron 1 do pré-RNAm E6/E7 do HPV
18 apresentam apenas dois sitios de splicing alternativos, um sitio de splicing 5’ (233) e o sitio de
splicing 3’ (416). Esse pré-RNAm sofre splicing alternativo formando a juncdo de splicing 2337416,
gerando o transcrito alternativo E6*I, que € importante para codificar a oncoproteina E7. Adaptada de
TANG et al., 2006.
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Figura 1.10: Splicing alternativo pré-RNAm E6/E7 no HPV16. O intron 1 do pré-RNAm E6/E7 do HPV
16 apresenta trés sitios de splicing 5’ (5’ss) — 191, 221, 226 — e, trés sitios de splicing 3’ (3’ss) — 409,
19



526 e 742 (A). A retengdo desse intron gera o transcrito E6+E7, que apresenta a ORF dos genes E6
e E7 intactas, fato que beneficiard a expressédo do gene E6. O splicing alternativo do intron 1 gera
cinco transcritos alternativos EG6/E7: EG6*, E6*Il, E6*X, E6*V e E6*VI, que apresentam
respectivamente as juncfes de splicing 2267409, 2267526, 226742, 2217409 e 1917409. A retirada
do intron 1 pelo processo de splicing causa a ruptura da ORF de E6, gerando ORF parciais E6*. Essa
ruptura é fundamental para que ocorra a expressao do oncogene E7 (B). Adaptada de AJIRO et al.,
2012.

A remocéo do intron 1 do pré-RNAm bicistrénico E6/E7 pelo mecanismo de
splicing leva a ruptura da ORF do E6, impedindo que a proteina E6 seja sintetizada
por completo, sintetizando apenas um polipeptidio truncado E6* (PIM; BANKS,
1999). A perda dessa ORF de E6 € importante para que haja a expresséo de E7,
exceto para o transcrito E6*X do HPV16, cujo a ORF de E7 também ¢é afetada pela
remocdo do intron 1. O gene E6 serd expresso apenas pelo transcrito E6+E7,
originado do pré-RNAm bicistrénico E6/E7 em que houve a retencao do intron 1. O
mecanismo no qual leva a retenc@o desse intron no transcrito E6+E7 ainda néo é
conhecido (TANG et al., 2006). Sabendo que o espaco fisico entre o término da
traducdo de E6 e o inicio da traducdo de E7 no transcrito E6+E7 é de apenas 2
nucleotideos - o que dificulta a polimerase traduzir E7 logo apds E6 ser traduzido -,
tem sido proposta uma teoria no qual diz que no HPV 16 o splicing do intron 1
beneficia a expressdo de E7. Sendo assim, quando o intron 1 é retirado se cria um
cédon de terminacdo imediatamente apdés a juncdo de splicing, formando um
espacamento suficiente para que o ribossomo termine a sintese do polipeptidio E6*
e inicie a traducéo do gene E7 (KOZAK, 1987; SEDMAN et al., 1991).
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2- Justificativa

Muito pouco se conhece na literatura a respeito da integracdo do genoma viral
no genoma do hospedeiro em casos de cancer cervical. Alguns estudos demostram
uma tendéncia da integracdo ocorrer em importantes sitios génicos como por
exemplo proto-oncogenes e genes supressores tumorais (FERBER et al.,, 2003;
PETER et al., 2010), porém ainda sdo poucos os indicios para afirmar que esses
sitios descritos sdo, de fato, sitios preferencias para a ocorréncia da integracdo do
genoma do HPV. A andlise feita a partir do RNAmM permite a identificacdo de
transcritos quimeéricos, sintetizados a partir de sequéncias génicas viral e humanas,
indicando assim os sitios de integracdo no genoma hospedeiro e o gene viral

rompido para a integragao.

N&o se compreende bem o efeito da integracdo na expressdo dos diversos
genes do HPV, sendo pouco entendido quais genes passam a Ser mais ou menos

expressos quando ocorre essa integragao.

Existem dados sobre os transcritos dos oncogenes virais E6 e E7
provenientes do genoma viral integrado principalmente em linhagens celulares e em
lesbes precursoras associados aos HPV16 e HPV18 (Tang et al., 2006). Pouco se
conhece a respeito dos produtos alternativos EG6/E7 originados a partir do
mecanismo de splicing alternativo, ndo sabendo ao certo quantas isoformas desses
transcritos existem para cada tipo viral e se ha alguma relacdo com o

desenvolvimento tumoral.

Dessa forma, analise das sequéncias de RNAm através do sequenciamento
de RNA (RNA-seq) de amostras de canceres cervicais associados aos HPVs 16 e

18, pode permitir responder a essas questoes.
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3- Objetivos

3.1- Objetivo geral

Analisar o padrao de integracao do genoma viral no genoma do hospedeiro e

a expressao dos genes do HPV em tumores cervicais.

3.2- Objetivos especificos

- ldentificar os genes humanos e virais afetados pela integragéo do HPV.

- Quantificar a expressao dos genes do HPV nos tumores de diferentes tipos

histoldgicos.

- Analisar a existéncia e a expressao das diferentes isoformas dos transcritos

alternativos E6/E7 em diferentes tumores.
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4- Material e métodos

4.1- Populagéo de estudo

O grupo amostral estudado foi composto por 25 bidpsias de tumores cervicais
de pacientes previamente diagnosticadas com cancer de colo de Utero, matriculadas
no Hospital do Cancer Il do Instituto Nacional de Cancer José de Alencar Gomes da
Silva (INCA) entre Julho de 2011 e Margo de 2014 (Registro CEP n° 156/10; anexo
4.1). Todas as pacientes incluidas no estudo assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE; anexo 4,2). Todas as bi6psias foram obtidas antes do

inicio do tratamento das pacientes.

A selecdo dessas amostras foi realizada com base no tipo viral e na
classificacdo histolégica tumoral (Tabela 4.1). O tipo viral presente nas biépsias e a
classificacdo histolégica tumoral foram determinados previamente. Dessa forma,
foram selecionadas 14 amostras identificadas com infec¢cao por HPV 16, das quais 8
amostras foram classificadas histologicamente como Carcinoma de Células
Escamosas (CCE) e 6 como Adenocarcinoma (ADN). Outras 10 amostras
apresentavam infec¢cao por HPV18, nas quais 4 eram do tipo histolégico CCE e 6 do
tipo ADN. Uma amostra foi identificada com co-infeccdo do HPV 16 e do HPV 18,
sendo do tipo histologico CCE.
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Tabela 4.1: Lista das 25 amostras de canceres cervicais utilizadas no estudo. Em 14 foram
determinados a presenca de HPV 16, em 10 de HPV 18 e uma amostra foi observada a co-infeccéo
por HPV 16 e HPV 18. Os tumores ainda foram classificados de acordo com seu tipo histolégico,

Adenocarcinoma (ADN) ou Carcinoma de Células Escamosas (CCE).

Amostras de tumores cervicais

Amostra Histologia
HPV16_1 ADN
HPV16_2 ADN
HPV16_3 CCE
HPV16_4 CCE
HPV16_5 CCE
HPV16_6 CCE
o HPV16_7 CCE
§ HPV16_8 CCE
HPV16_9 CCE
HPV16_10 ADN
HPV16_11 ADN
HPV16_12 ADN
HPV16_13 ADN
HPV16_14 CCE
HPV18_1 CCE
HPV18_2 ADN
HPV18_3 ADN
HPV18_4 ADN
o HPV18_5 CCE
§ HPV18_6 CCE
HPV18_7 ADN
HPV18_8 ADN
HPV18_9 CCE
HPV18_10 ADN
e
> > HPV16/18_1 CCE
E E
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4.2- As bidépsias

As bidpsias, com dimensdes aproximadas de 1 cms3, foram armazenadas em
criotubos contendo 1 ml de RNA Later (Life-Technologies) por 24 horas. Apos isso, 0
RNA Later foi retirado e as biopsias divididas em diversos fragmentos menores,
sendo armazenadas separadamente em freezer a -80°C no Banco Nacional de
Tumores (BNT) do INCA. No BNT, essas amostras foram cadastradas e

identificadas com cddigos de barras.

4.3- Extracdo de DNA e RNA

Um fragmento de cada amostra tumoral de aproximadamente 2 mm3 foi retirado
do freezer -80°C, descongelado e fragmentado com a ajuda de um bisturi
descartavel. Posteriormente o DNA e o RNA das amostras foram extraidos com o Kit
Qiagen Allprep DNA/RNA mini kit (QIAGEN). O DNA de cada amostra foi

armazenado no freezer -20°C, ja o RNA foi armazenado no freezer -80°C.

4.4- Integridade e concentracdo do RNA

ApoOs a extracdo, com o objetivo de observar a integridade do RNA, 3 ul do
RNA total extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (Invitrogen)
diluida em 100 ml de tampdo NaOH 1X (NaOH 10mM; H3BO3 42,5mM) e corado
com 1 pl do corante de corrida “blue green” (LGC Biotecnologia). A eletroforese foi
realizada em cubas horizontais contendo tampéo de corrida NaOH 1X e submetidas
a uma voltagem de 5 volts/cm durante 30 minutos. O RNA foi considerado integro
guando possivel observar as bandas equivalentes ao RNA ribossdmico (RNAr) 28S
e 18S. Para isso, o0 gel foi visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta. A
concentracdo e o grau de pureza do RNA foram analisados com o uso do

espectrofotdometro NanoDrop (Thermo Scientific).

4.5- Sequenciamento do RNA mensageiro

Utilizando o RNA total das amostras de cancer cervical foi feito o

sequenciamento de RNA (RNA-Seq) através da plataforma HiSeq™ 2500 (lllumina).
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Para isso, foram realizadas as seguintes etapas: Preparacdo das bibliotecas de
RNA; Hibridizacdo e clusterizagdo na flow cell; Sequenciamento por sintese;

Processamento dos dados.

4.5.1- Preparacao da biblioteca de RNA

O RNA total extraido e quantificado foi utilizado para a construcdo das
bibliotecas de RNA com o Kit TruSeq RNA Sample Prep da lllumina, seguindo as

recomendacdes do fabricante.

A primeira etapa da construcéo das bibliotecas foi a diluiciAo das amostras em
agua ultra pura (Invitrogen), de tal forma que cada uma tivesse uma quantidade
entre 0,1 a 4 pg de RNA total em um volume final de 50 pl. A quantidade de RNA
utilizado para cada amostra variou de acordo com a concentragdo do RNA extraido.
Apos a diluicdo inicial, o RNAmM contendo cauda de poliadenilacdo (poli-A) foi
capturado por oligonucleotideos poli-T ligados as particulas magnéticas contidas no
Kit.

Uma vez separado, o RNAmM passou por uma etapa de eluicdo a 94°C por 3
minutos. Esta incubacdo, devido a presenca de cations divalentes, permitiu a
fragmentacao aleatéria do RNAmM em pequenos fragmentos, entre 200 pb e 300 pb.
Posteriormente, foi feita a constru¢do da primeira fita do cDNA através da enzima
transcriptase reversa na presenca de primers randémicos. A construcao da segunda

fita do cDNA foi feita utilizando as enzimas DNA polimerase | e RNase H.

Com o cDNA sintetizado, uma Unica molécula de adenina (A) foi adicionada
nas extremidades 3’. Essa etapa € importante para impedir que um cDNA se ligue a
outro e, € importante durante o processo de ligacdo dos adaptadores que
apresentam uma timina (T) na extremidade (para a ligacdo com os fragmentos de
cDNA) e uma sequéncia identificadora (index). Dessa forma, através da sequéncia
nucleotidica presente no index foi possivel identificar as diferentes amostras corridas
na mesma linha da flow cell (corrida multiplex). A ligacdo dos adaptadores a

molécula de cDNA ocorreu através da enzima DNA ligase.

Uma etapa de enriquecimento por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) foi realizada com o objetivo aumentar a quantidade de fragmentos de cDNA

com adaptadores nas duas extremidades. Esta etapa é fundamental para a
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hibridizacdo dos fragmentos na flow cell, uma vez que os adaptadores contém
sequencias complementares aos oligonucleotideos presentes fixados a esta flow
cell. Essa reacéo foi realizada utilizando um conjunto de primers especificos que se

anelam ao final dos adaptadores.

A Ultima etapa da preparacéo das bibliotecas foi a quantificacdo por PCR em
tempo real utilizando o kit Library Quant Kit Illumina (Kappa Biosystems). Dessa
forma, por meio de uma quantificacao relativa, foi estimada a concentracdo das
bibliotecas através da construcdo de uma curva padrdo com amostras de

concentracdes conhecidas.

4.5.2- Hibridizagao e clusterizagao na flow cell

Foram realizadas trés corridas de RNA-seq, duas de leitura Unica (single

read) e uma de leitura pareada (pair end):

(1) Corrida de leituras de 52 pares de base (52 pb), em trés linhas. Realizada
apenas com as amostras HPV16 13 e HPV16_14. As duas bibliotecas
foram misturadas de maneira equimolar (2 nM), desnaturadas com 0,1 M
de NaOH, diluidas a 8 pM, e clusterizadas nas trés linhas da flowcell.

(2) Corrida de leituras de 100 pares de base (100 pb), com duas linhas. Uma
linha contendo as 12 bibliotecas das amostras infectadas com HPV 16
(HPV16_1 a HPV16_12), e a segunda linha contendo as 10 bibliotecas
das amostras com HPV 18 (HPV18 1 a HPV18 10) e a amostra co-
infectada com o HPV 16 e o HPV 18 (HPV16/18 1), num total de 11
bibliotecas. Para cada uma das linhas, as bibliotecas foram misturadas de
maneira equimolar (2 nM), desnaturadas com 0,1 M de NaOH, diluidas a

12 pM, e clusterizadas em cada linha da flowcell.
(3) Similar a segunda corrida, mas com leituras pair end de 101 pb x 101 pb.

A preparacéo da flow cell ocorreu no equipamento cBot (lllumina) utilizando o
TruSeq® SR Cluster Kit v3 (lllumina) para as amostras da primeira corrida, € o
TruSeq® PE Cluster Kit v3 (lllumina) para as amostras da segunda e da terceira
corrida. Durante esse procedimento, ocorreu a hibridizacdo das bibliotecas na

superficie da flow cell. Uma vez que os fragmentos ja estavam hibridizados, ocorreu
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uma série de reacdes de PCR in loco (amplificacdo por ponte) formando, assim, os
agrupamentos de DNA molde (clusters). Apos a reacdo de amplificacdo por ponte,
os fragmentos amplificados foram linearizados e ocorreu a hibridizagdo com primers

de sequenciamento, em regides especificas dos adaptadores.

4.5.3- Sequenciamento por sintese

As bibliotecas clusterizadas na flow cell foram sequenciadas utilizando o kit
TruSeq SBS Kit v3 (50 ou 200 ciclos), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para a primeira e segunda corrida, além da leitura dos 52 pb e 100 pb
respectivamente, também foram lidas 6 pares de bases referente ao index. Na
terceira corrida (pair end), a primeira leitura de 101 pares de bases foi seguida de
mais 6 pares de bases referentes ao index, e 101 pares de bases da segunda

leitura.

4.5.4- Processamento dos dados

As sequéncias nucleotidicas do RNAm (leituras), obtidas nas corridas single
read e pair end no lllumina, foram processadas e analisadas com ferramentas de
bioinformética. O processamento dos dados envolveu: geracdo dos arquivos fastq e
demultiplexing das amostras (com a identificacdo das amostras através dos
indexes), eliminacdo das leituras de baixa qualidade, andlise da integracdo do

genoma viral no hospedeiro e, andlise da expressédo do genoma do HPV.
4.5.4.1- Geracao de arquivos fastq e demultiplexing das amostras

Os arquivos de intensidade (basecalls - BCL) e localizagéo (LOC) gerados no
sequenciador Illumina foram utilizados para a criacdo de arquivos fastq através do
programa Casava 1.8 (lllumina). Arquivos fastq sado arquivos texto que apresentam
sequéncias nucleotidicas seguidas por valores de gqualidade para cada uma das
bases. Durante esta etapa, os resultados das diferentes amostras da corrida
multiplex, foram separadas uma das outras (demultiplexing) através da identificacéo

das sequéncias dos indexes (barcodes).
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A geracdo dos arquivos fastq e demultiplexing foram realizados através de um
script configureBclToFastq.pl juntamente com um arquivo samplesheet.csv referente
a cada corrida. Uma Sample Sheet € um arquivo tabular, que para cada linha da flow

cell correlaciona as amostras com as sequéncias dos indexes adicionadas a elas.

Os critérios opcionais adicionados ao script foram a adicdo de uma base de
mismatch com o objetivo de evitar perda de leituras devido a erros ocorridos na
regido do index. Sendo assim, no script foi permitido que as leituras tivessem
mismatch de 1 base nessa regido. Além disso, também foi utilizado o critério
opcional — fastg-cluster-count 0, no qual determina que todos os clusters formados

para cada amostra gerem apenas um arquivo fastqg.
4.5.4.2- Eliminacéo das leituras de baixa qualidade

ApoOs a geracao das leituras no formato fastq, estas foram filtradas de acordo
com o valor de qualidade pelo programa PRINSEQ (SCHMIEDER; EDWARDS,
2011). O filtro de qualidade para as corridas realizadas foi feito com o script prinseqg-
lite.pl, seguindo as recomendacfes presentes no manual do programa. Sendo
assim, foram selecionadas as leituras que apresentavam um tamanho minimo de 30
bases e valores de qualidade (Q) maiores do que 20. Esse valor de qualidade
expressa a probabilidade de erro para cada base, ou seja, para Q = 20, cada base
apresenta uma probabilidade de erro igual a 0,01 (ILLUMINA, 2011). Outros critérios
utilizados para o filtro foram a eliminacédo de sequéncias com mais de 60% de bases
ambiguas por posicao e, a eliminacdo das leituras que apresentam caudas poli-
A/T/N 3’ e 5 menores do que 5 bases. O controle de qualidade das leituras geradas
€ uma etapa fundamental para garantir que os dados utilizados ndo sejam de baixa

qualidade, nem sequéncias artificiais ou ainda sequéncias contaminadas.

Como output, para cada amostra da corrida single read é gerado um arquivo
fastg, no qual estdo presentes todas as leituras que passaram pelo filtro de
gualidade do PRINSEQ. Para amostras da corrida pair end, sdo formados quatro
arquivos fastq: o primeiro para as sequéncias filtradas da primeira leitura (R1); o
segundo para as sequéncias filtradas da segunda leitura (R2), que sdo pareadas
com a R1; o terceiro e 0 quarto sdo os arquivos R1 e R2 que néo sdo pareados
(Singletons). Como as amostras que analisamos no modo single read da primeira
corrida foram corridas em trés linhas, seus arquivos gerados pelo PRINSEQ foram

agrupados através do comando UNIX cat.
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4.5.4.3- Andlise da integracao viral no genoma hospedeiro

Para a busca por integracdo do genoma viral no genoma do hospedeiro foram
realizadas montagens “de novo” do transcriptoma das amostras tumorais através do
programa Trinity (GRABHERR et al., 2011). Os opcionais utilizados no script foram
selecionados de acordo com o manual do programa. Para as amostras HPV16 13 e
HPV16_14 foram utilizadas as leituras obtidas pelo filtro de qualidade do PRINSEQ,
ja para as demais amostras foram utilizadas apenas os arquivos R1 e R2 geradas
pelo PRINSEQ da terceira corrida — ndo sendo utilizados os arquivos singletons nem
0s arquivos da segunda corrida. O tamanho minimo estabelecido para a construgéao

dos contigs foi de 300 pb.

A integracao foi observada a partir da busca de contigs quiméricos, no qual
apresentam sequéncias do genoma do HPV juntamente com sequéncias do genoma
humano. Para a selecdo desses contigs quiméricos, perante o conjunto de todos os
contigs construidos para cada amostra, foi utilizado a ferramenta Blast.
Primeiramente, utilizando o Blast na plataforma stingray@galaxy (WAGNER et al.,
2014) buscamos o0s contigs que apresentavam sequéncias do HPV infectante.
Desses, selecionamos aqueles que apresentavam E-value menor que 1x10° e
identidade maior ou igual a 98%. Esses contigs selecionados foram separados dos
demais por meio de um script extractsequence.pl (obtido no férum

http://seqanswers.com/forums/showthread.php?t=9498 - Anexo 4.3). Uma vez que

0S contigs que apresentam sequéncias do HPV foram separados foi feito uma
comparagcdo contra o genoma humano no Blast online (NCBI), visando a
identificacdo dos contigs quiméricos. Através da comparacdo da sequéncia
nucleotidicas dos contigs, com a sequéncia do genoma do HPV infectante e do
genoma humano, foi possivel observar em qual ponto do gene viral houve a quebra
e em qual gene humano ocorreu a integracdo. As amostras, no qual ndo foram

encontradas contigs quimeéricos, ndo tiveram a integracédo viral confirmada.

Apés a identificacdo dos contigs quiméricos, suas sequéncias nucleotidicas
foram utilizadas como referéncias para a construcdo de mapas de cobertura das
leituras. Esses mapeamentos foram realizados atravées do programa BowTie 2
(LANGMEAD; SALZBERG, 2012), utilizando parametros padrdes segundo o manual
do programa. Esta € uma etapa fundamental para estipular o valor de cobertura das

regides de juncéo de integracdo HPV/Humano. Essa regido de juncao de integracao
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(RJI) é composta por 12 nucleotideos, sendo 6 bases upstream e outras 6 bases
downstream do sitio de integracao (figura 4.1).

Com os mapas construidos para cada um dos contigs, obtivemos o valor de
cobertura das RJI através da contabilizacdo do numero de leituras de juncdo de
integracdo (LJI). Determinada leitura € considerada uma LJI quando ela apresenta
pelo menos 6 bases atravessando (spanning) o sitio de integracédo (figura 4.1). A
contabilizacdo das LJI foi feita através da ferramenta view do programa SAMtools (LI
et al., 2009). Com essa ferramenta foi possivel selecionarmos todas as leituras que
tivessem pelo menos uma base cobrindo a RJI. Através de um programa de editor
de texto contabilizamos o numero de leituras que apresentavam a sequéncia
nucleotidica das 12 bases da RJI, obtendo assim o numero de leituras com spanning

minimo de 6 bases que cobrem essa juncao.

Spanning
de 6 bases

1 1 1

Referéncia: 5... ATTCGGTGCATTGCTGTTTAAAGTCGEGETERTGETGAAC TAGCTAGC TAGCTGCTGGCTAAGC ... 3°
1 ) )
1 ]

S~
Spanning
de 6 bases

Figura 4.1: Representacdo de leituras que validam uma juncdo de integracdo (LJI). O sitio onde
ocorreu a integracdo na sequéncia de referéncia € indicado pela linha tracejada em vermelho, entre
0s nucleotideos da juncéo de integracédo (nucleotideos em vermelho). A integracéo € indicada quando
as leituras, representadas pelas setas azuis, apresentam pelo menos 6 bases atravessando o sitio de
integracdo, que se encontra na regido de juncao de integracéo - (RJI; indicada pela area em amarelo)
limitada pelas linhas tracejadas azuis. A sequéncia nucleotidica demonstrada na ilustracao é apenas

representativa, e nao corresponde a uma sequéncia real.

4.5.4.4- Andlise de expresséo do HPV

A andlise da expressdo dos transcritos dos genes do HPV contido nas
amostras tumorais foi realizada através do mapeamento das leituras contra a

sequéncia de referéncia do genoma do HPV infectante. Essas sequéncias foram
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obtidas no banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) sob
0 numero de acesso K02718.1 para o HPV 16 e AY262282.1 para o HPV 18.

O mapeamento foi realizado através do programa BowTie 2. Como input,
além da sequéncia de referéncia, foi utilizado todos os arquivos fastq obtidos pelo
PRINSEQ de cada amostra. Por meio do programa GATK (MCKENNA et al., 2010),
para cada mapa construido, obtivemos o valor de cobertura por base. Esses valores
foram utilizados para calcular a cobertura média de cada gene viral expresso, no
qual foi feito através da média aritmética dos valores de cobertura obtidos a cada

base do gene analisado.

Para a identificacdo dos diferentes transcritos alternativos E6/E7 expressos
em cada amostra de tumor cervical, construimos sequéncias de referéncias
especificas para cada um desses possiveis transcritos do HPV 16 e do HPV 18.
Com o programa BowTie 2, mapeamos as leituras obtidas de cada amostra contra

essas referéncias construidas.

As construcbes das sequéncias dos transcritos alternativos E6/E7 foram
realizadas utilizando as sequéncias dos genes E6 e E7 obtidos da referéncia do
HPV 16 (K02718.1) e HPV 18 (AY262282.1), com base nos sitios de splicing
doadores (SD) e aceptores (SA) previamente conhecidos (AJIRO et al., 2012;
DOORBAR et al., 1990; SHERMAN et al., 1992; TANG et al., 2006).

O pré-RNAm E6/E7 do HPV 16 apresenta seis sitios de splicing, sendo 3
sitios doadores (referentes aos nucleotideos nas posicées gendmica 191, 221, 226)
e 3 sitios aceptores (nucleotideos nas posicées gendmica 409, 526, 742) (AJIRO et
al., 2012). Visto isso, é possivel a formacdo de 9 tipos de transcritos alternativos
E6/E7, fora o transcrito E6+E7. A construcdo das sequéncias nucleotidicas desses
transcritos alternativos foram realizadas através da eliminacdo dos nucleotideos
presentes entre o sitio de splicing doador e o sitio de splicing aceptor, formando
transcritos com diferentes juncbes de splicing e tamanhos distintos (Figura 4.2):
191709 (559 pb), 1911526 (442 pb), 1917742 (256 pb), 221409 (589 pb), 2217526
(472 pb), 2217742 (256 pb), 226409 (594 pb), 226”526 (477 pb) e 2267742 (261
pb). O transcrito E6+E7, apresenta 776 pb de comprimento. As sequéncias
construidas, em formato fasta, dos possiveis transcritos podem ser vistas no anexo
4.4.
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No HPV 18 o pré-RNAm E6/E7 apresenta apenas dois sitios de splicing, um
sitio doador (SD) localizado no nucleotideo na posicdo gendmica 233, e um sitio
aceptor (SA) localizado na posicdo 416 (TANG et al., 2006). Com isso, se forma
apenas um tipo de transcrito alternativo E6/E7, e o transcrito E6+E7. A sequéncia
nucleotidica utilizada como referéncia, assim como no HPV 16, foi construida
através da eliminacdo dos nucleotideos presentes entre o SD e o SA. Assim, foi
construido a sequéncia do transcrito com juncédo de splicing 2337416, apresentando
621 pb de comprimento (Figura 4.3). O transcrito E6+E7 de HPV 18, apresenta 803
pb de comprimento. As sequéncias construidas, em fasta, para os transcritos

alternativo de HPV 18 estdo demostradas no anexo 4.5.
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Figura 4.2: Possiveis transcritos alternativos E6/E7 para o HPV 16. O pré-RNAm E6/E7 do HPV 16
apresentam 3 sitios de splicing doadores (SD) e 3 sitios de splicing aceptores (SA). Durante o
processamento desse pré-RNAm pelo mecanismo de splicing é possivel a formacéo de 9 transcritos
alternativos E6/E7, que apresentam as seguintes juncdes de splicing: 1917409, 1917526, 1911742,
221709, 2217526, 2217742, 2267409, 2267526 e 226”742. Ainda é possivel a formacao de um
transcrito que nao sofre o splicing: E6+E7. As linhas continuas entre os SD e SA representam as
sequéncias nucleotidica que foram eliminadas para a construcédo das sequéncias de referéncias dos
transcritos alternativos.
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HPV 18

SD 233
SA 416

105
581
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907

PRE-RNAmM E6/E7
105 233

105 581 590 907

E6+E7

Figura 4.3: Possiveis transcritos alternativos E6/E7 para o HPV 18. O pré-RNAm E6/E7 do HPV 18
apresenta apena um sitio de splicing doador (SD) e um sitio de splicing aceptor (SA). Durante o
processamento desse transcrito pelo mecanismo de splicing, é possivel formar apenas o transcrito
alternativo com juncgéo de splicing 2337416 e o transcrito E6+E7, que ndo sofre o splicing. A linha
continua entre os SD e SA representa a sequéncia nucleotidica que foi eliminada para a construcéo

da sequéncia de referéncia do transcrito alternativo.

O valor de cobertura da expressao para cada um dos transcritos alternativos
E6/E7 que sofrem splicing foi obtido através da contabilizacdo do numero de leituras
de juncédo de splicing (LJS) que cobrem a regido de juncao de splicing (RJS). A RJS
€ composta por 12 nucleotideos, 6 bases upstream e 6 bases downstream do sitio
de juncéo de splicing. Para uma leitura ser considerada LJS é necessario apresentar
spanning de pelo menos 6 bases da juncédo de splicing. A contagem das LJS foi
realizada através da ferramenta view do programa SAMtools e da busca das leituras

que apresentavam as 12 bases da RJS por um programa de edi¢ao de texto.

J& para os transcritos alternativos E6+E7, a cobertura da expresséo foi obtida
através da média de leituras unspliced (MLU), que cobrem as extremidades 5’ e 3’
da regido unspliced (figura 4.4). A regido unspliced é composta por uma sequéncia
de nucleotideos conservadas apenas nos transcritos E6+E7, sendo dos nucleotideos
227 a 408 para o HPV 16 e, dos nucleotideos 234 a 405 para o HPV 18. Leituras
unspliced séo leituras que apresentam um spanning de pelo menos 6 bases nas
extremidades 5 ou na extremidade 3’ da regido unspliced. A contagem dessas
leituras unspliced nas duas extremidades da regido unspliced foi feita com a
ferramenta view (SAMtools) e pela busca da sequéncia de 12 nucleotideos, 6
upstream e 6 downstream da primeira e da ultima base da regido unspliced (figura
4.4).
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Figura 4.4: Representacéo de leituras unspliced. O transcrito alternativo E6+E7 apresenta uma sequéncia de nucleotideos, que esta presente apenas nesse
transcrito, chamada de regido unspliced (bases em negrito). Uma leitura é considerada uma leitura unspliced quando ela apresenta um spanning de pelo
menos 6 bases da extremidade 5’ (caixa verde) ou a extremidade 3’ (caixa laranja) da regido unspliced. O valor de cobertura da expressao desse transcrito
alternativo foi obtido através da média de leituras unspliced (MLU) para as duas extremidades. (A sequéncia nucleotidica demonstrada na ilustracdo é

apenas representativa, ndo correspondendo a sequéncia real)
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5- Resultados

5.1- Corridas no sequenciador HiSeq 2500 (lllumina)

A clusterizacdo das flow cells das trés corridas realizadas no HiSeq 2500
geraram grandes quantidades de clusteres em todas as linhas. Na primeira corrida,
as trés linhas utilizadas para as amostras HPV16_13 e HPV16_14 geraram um total
de 684,34 x 10° clusters, apresentando uma densidade média de aproximadamente
825 mil clusters por milimetro quadrado (K/mm2). As trés linhas apresentaram mais
de 88% das bases com qualidade maior ou igual a 30 (Q = 30). Na segunda e na
terceira corridas, as linhas em que foram clusterizadas as amostras HPV16 1 a
HPV16_12 geraram um total de 325,55 x 10° clusters, com uma densidade média de
aproximadamente 588 K/mm?2 e mais de 87% das bases apresentando Q = 30. J4
nas linhas utilizadas para as amostras infectadas com HPV 18 e para a amostra da
co-infeccéo foi gerado um total de 400,02 x 10° clusters, com densidade média de

aproximadamente 723 K/mmz2 e mais de 86% das bases com Q = 30.

Os valores do numero de clusters, densidade e porcentagem de bases que
apresentaram Q = 30 especificos para cada linha e para cada corrida, estao
representados nas tabelas 5.1 para as amostras HPV16 13 e HPV16_ 14, e para as

demais amostras nas tabelas 5.2 e 5.3.

Tabela 5.1: Resultados da corrida RNA-Seq 50 x 1 para as amostras HPV16 13 e HPV16_14. Para
cada linha da flow cell foi obtido a densidade de clusters, em milhares por milimetro quadrado
(K/mmg2), +/- o desvio padrdo; nimero de clusters, em milhdes (x 106); porcentagem de bases que

apresentam qualidade maior ou igual a 30 (%Q = 30).

Corrida50X 1

Linha D((;.a(r}i:;i)e Clusters (x10°) %Q 2 30
1 1038 + 97 286,86 88,9
2 627 £ 100 173,25 95,5
3 811 £116 224,23 92,3
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Tabela 5.2: Resultados da corrida RNA-Seq 100 x 1. As 12 amostras, HPV16_1 a HPV16_12, foram
corridas na linha 1 e as 10 amostras infectadas por HPV 18 e a co-infectadas ocuparam a linha 2.
Para cada linha da flow cell foi obtido a densidade de clusters, em milhares por milimetro quadrado
(K/mm?), +/- o desvio padrdo; nimero de clusters, em milhdes (x 10°%); porcentagem de bases que

apresentam qualidade maior ou igual a 30 (%Q = 30).

Corrida 100X 1

Densidade
. 6 0, >
Linha (K/mm?) Clusters (x10°) %Q 2 30
1 598 + 94 165,42 95,1
2 730+ 110 201,69 93,8

Tabela 5.3: Resultados da corrida RNA-Seq 100 x 2. As 12 amostras, HPV16_1 a HPV16_12, foram
corridas na linha 1 e as 10 amostras infectadas por HPV 18 e a co-infectadas ocuparam a linha 2.
Para cada linha da flow cell foi obtido a densidade de clusters, em milhares por milimetro quadrado
(K/mm?), +/- o desvio padrédo; numero de clusters, em milhdes (x 106); porcentagem de bases que

apresentam qualidade maior ou igual a 30 (%Q = 30).

Corrida 100 X 2

i Densidade Clusters %Q 230
(K/mm?) (x10°) Leitura 1 Leitura 2
1 579+ 93 160,13 94,0 87 4
2 717 + 98 198,33 92,4 86,0

5.2- Quantidade de leituras obtidas por amostra

O RNA-seq gerou para cada amostra infectada com HPV 16 uma média de 42
milhdes de leituras, ja para as amostras infectadas com HPV 18, foram obtidos uma
meédia de 48 milhdes de leituras e, a amostra que apresentou co-infec¢cdo gerou
cerca de 61 milhdes de leituras. Através da utilizacdo do filtro de qualidade do
PRINSEQ foram eliminados em média 0,82% e 0,7% das leituras obtidas pelas
amostras infectadas com HPV 16 e com HPV 18, respectivamente. Ja para a

amostra co-infectada ocorreu uma perda de 0,66% das leituras.
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Para cada amostra, os valores exatos da quantidade de leituras obtidas, a
porcentagem de leituras que foram eliminadas pelo filtro de qualidade e a
quantidade de leituras selecionadas para as analises, estdo demonstrados na tabela
5.4.
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Tabela 5.4: Namero total de leituras obtidas para cada amostra. Foi contabilizado o nimero total de
leituras obtidos pela corrida RNA-seq e o nimero de leituras selecionadas apds passarem pelos
diversos critérios estabelecidos pelo filtro de qualidade do PRINSEQ. As perdas de leituras estao

demonstradas em porcentagem.

Numero de leituras por amostra

Amostra RNA-Seq Prinseq Perda (%)
HPV16_1 18.631.868 18.488.000 0,77
HPV16_2 12.629.125  12.453.980 1,39
HPV16_3 44.762.827 44.377.920 0,86
HPV16_4 64.709.467 64.382.672 0,51
HPV16_5 45.533.103 45.318.652 0,47
HPV16_6 49.609.704 49.363.964 0,50
3 HPV16_7 28.962.581  28.606.205 1,23
§ HPV16_8 51.201.516 50.579.704 1,21
HPV16_9 36.347.928 36.060.303 0,79
HPV16_10 | 38.762.868  38.465.798 0,77
HPV16_11 44.985.757 44.689.039 0,66
HPV16_12 20.518.364 20.273.124 1,20
HPV16_13 76.763.607 76.425.396 0,44
HPV16_14 | 61.069.079  60.659.618 0,67
HPV18_1 60.700.998 60.277.430 0,70
HPV18_2 59.385.231 59.005.639 0,64
HPV18_3 27.830.185 27.593.828 0,85
HPV18_4 53.759.449  53.327.505 0,80
3 HPV18_5 50.174.368 49.804.500 0,74
§ HPV18_6 35.462.183 35.213.704 0,70
HPV18_7 71.387.041 70.926.211 0,65
HPV18_8 46.434.304  46.131.225 0,65
HPV18_9 42.990.945 42.698.997 0,68
HPV18_10 41.733.681 41.461.932 0,65
=
z z HPV16/18 1 | 61.628.645 61.222.630 0,66
I T
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5.3- Integracéo viral no genoma hospedeiro

A analise da integracdo do genoma do HPV no genoma do hospedeiro,
através da busca por contigs quiméricos construidos pela montagem “de novo’,
mostrou integragdo em 18 das 25 amostras analisadas. Dentre as 14 amostras de
tumores cervicais infectadas com HPV 16, a integracdo foi encontrada em 8
amostras (tabela 5.5), ja para as 10 amostras infectadas com HPV 18, foi
encontrado integracdo em 9 (tabela 5.6). Também foi encontrado integracao para o
HPV 16 na amostra que apresentou co-infeccéo (tabela 5.7).

Analisando as sequéncias nucleotidicas na regido de juncdo de integracdo
obtidas para cada contig foi possivel identificar em qual regido do genomica do HPV
houve a ruptura (anexo 5.1) e qual a regido do cromossomo da célula tumoral

ocorreu a integragéo (anexo 5.2).

40



Tabela 5.5: Analise da integracdo em amostras infectadas com HPV 16. A integracao foi identificada através da presenca de contigs quiméricos formados a partir
de uma montagem “de novo” do transcriptoma das amostras. A analise da sequéncia nucleotidica dos contigs quiméricos pela ferramenta blast permitiu a
identificacdo do gene viral e da posicdo nucleotidica no genoma viral em que ocorreu a quebra (posicao quebra), além do gene humano e a posi¢cédo nucleotidica
gue ocorreu a integracdo. O cromossomo no qual esta localizado o gene humano em que ocorreu a integracdo e a funcéo desse gene também foram identificadas.

A cobertura dos contigs formados foram obtidos através do numero de leituras de jun¢éo de integragéo (LJI).

Analise da integracdo em amostras infectadas com HPV 16

- Gene Posicdo Gene s 2 - -
Amostra Integragao HPV Giiiabra ——— Cromossomo Posicao integracao Fungdo gene (W]
HPV16_1 Encontrada E1 880 MCL1 1921 436 (R) Proteina anti-apoptdtica 310
HPV16_2 Encontrada E6 526 PIGR 1931 206950244 (G) Receptor imunoglobulina 32
HPV16_3 Encontrada El 880 INT 4q31.1 139583009 (G) - 334
HPV16_4 | Encontrada E1 880 PXMP4 20q11.22 237 (R) Rrotsina & da membrana do 245
peroxissomo
E1 880 INT 13g22.1 73145553 (G) - 179
HPV16_5 Encontrada
E2 3721 INT Xq21.31 89010655 (G) - 37
Nao
HPV16_6 ND ND ND ND ND ND ND
Encontrada
Nao
HPV16_7 ND ND ND ND ND ND ND
Encontrada
Nao
HPV16_8 ND ND ND ND ND ND ND
Encontrada
HPV16_9 Encontrada El 880 INT 11922.2 102768316 (G) - 606
Nao
HPV16_10 ND ND ND ND ND ND ND
Encontrada
Nao
HPV16_11 ND ND ND ND ND ND ND
= Encontrada
INT (E5-
HPV16_12 Encontrada 12) 4193 INT 9p11.2 41480558 (G) - 2
Nao
HPV16_13 ND ND ND ND ND ND ND
Encontrada
HPV16_14 Encontrada E2 2847 INT 2q31.2 178048625 (G) - 496

ND — ndo determinado; INT — regido intergénica; (R) — em relagdo a posi¢do no RNAm; (G) — em relagdo a posi¢cdo no genoma.
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Tabela 5.6: Analise da integragdo em amostras infectadas com HPV 18. A integragéo foi identificada através da presenca de contigs quiméricos formados a partir
de uma montagem “de novo” do transcriptoma das amostras. A andlise da sequéncia nucleotidica dos contigs quiméricos pela ferramenta blast permitiu a
identificacdo do gene viral e da posicdo nucleotidica no genoma viral em que ocorreu a quebra (posicao quebra), além do gene humano e a posi¢do nucleotidica
gue ocorreu a integracdo. O cromossomo no qual é localizado o gene humano em que ocorreu a integracdo e a funcéo desse gene também foram identificadas. A
cobertura dos contigs formados foram obtidos através do niumero de leituras de juncédo de integracéo (LJI).

Analise da integragdao em amostras infectadas com HPV 18

o Gene Posigcao Gene e P = =
Amostra Integragcao HPV Giabia A Cromossomo Posigao integragao Fungao gene LJI
HPV18_1 Encontrada E1l 929 INT 15921 58225819 (G) - 172
HPV18 2 Encontrada E1 929 TP63 3028 1367 (R) Supressor tumoral 216
Nao
HPV18_3 ND ND ND ND ND ND ND
Encontrada

HPV18_4 Encontrada E7 724 MMP13 11g22.3 660 (R) Quebra da matriz extracelular 187
HPV18_5 Encontrada E1 929 SLC16A14 2936.3 1839 (R) ND 912
HPV18_6 Encontrada E2 3053 INT 20q13.12 45123711 (G) - 308

El 929 61926194 (G) 685
HPV18_7 Encontrada INT 14923.2 -

E2 3854 61925836 (G) 681
HPV18_ 8 Encontrada E1 929 HRH1 3p25 2128 (R) Receptor Histamina H1 61

E1 929 1111 (R) 26
HPV18_9 Encontrada RAD51B 14923 Reparo de DNA

L2 5117 1548 (R) 25

E1l 929 1013422 (G) 5 74
HPV18_10 Encontrada NRXN1 2pl6.3 Ades3o celular

E7 724 1739 (R) 164

ND — ndo determinado; INT — regido intergénica; (R) — em relagdo a posicdo no RNAm; (G) — em relagdo a posicdo no genoma.
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Tabela 5.7: Analise da integracdo em amostras co-infectadas com HPV 16 e HPV 18. A integracéo foi identificada através da presenca de contigs quiméricos
formados a partir de uma montagem “de novo” do transcriptoma das amostras. A andlise da sequéncia nucleotidica dos contigs quiméricos pela ferramenta blast
permitiu a identificacdo do gene viral e da posi¢do nucleotidica no genoma viral em que ocorreu a quebra (posi¢do qubra), além do gene humano e a posicao
nucleotidica que ocorreu a integracdo. O cromossomo no qual esta localizado o gene humano em que ocorreu a integragéo e a funcao desse gene também foram
determinados. A cobertura dos contigs formados foram obtidos através do niumero de leituras de juncéo de integracéo (LJI).

Analise da integragdo em amostras co-infectadas com HPV 16 e HPV18

& Posi¢a G T = &
Amostra HPV Integracao Gene HPV s o s Cromossomo Posicao integracao Fungao gene LIl
quebra Humano
HPV16 Encontrada El 880 INT 5qg33.2 155777884 (G) - 14
HPV16/18_1 N3o
HPV18 ND ND ND ND ND ND ND
Encontrada

ND — ndo determinado; INT — regido intergénica; (G) — em relagdo a posi¢cdo no genoma.
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Observamos que para as amostras integradas que apresentavam HPV 16 a
guebra no genoma viral ocorreu com maior frequéncia (5 de 8 integracfes) no gene
E1l, porém, quebras em outros genes virais também foram observados (tabela 5.5).
Na amostra HPV16_5 foram encontradas duas integracdes independentes, no qual
uma quebra ocorreu no gene E1 e a outra quebra no gene E2. Também foi
observado quebra no gene E2 na integragdo da amostra HPV16_14. Quebra no
gene E6 foi observada na amostra HPV16 2, e na amostra HPV16 12 ocorreu

guebra na regido intergénica entre os genes E5 e L2.

Nas amostras infectadas com HPV 18 as rupturas também ocorreram com
maior frequéncia no gene E1, afetando 7 das 9 integracfes (tabela 5.6). Outros
genes virais que foram rompidos sdo o gene E7 na amostra HPV18 4 e o gene E2
na amostra HPV18 6. Trés amostras apresentaram duas integracoes
independentes: (1) na amostra HPV18_7 as rupturas ocorreram nos genes E1 e E2;
(2) na amostra HPV18_9 romperam nos genes E1 e L2; e (3) na amostra HPV18_10

0S genes quebrados foram o E1 e E7.

Para a amostra co-infectada sé foi encontrado integracdo para o genoma do
HPV 16 (tabela 5.7). Nessa integracao identificamos que a quebra ocorreu no gene
E1l.

Nas amostras que apresentam infec¢des pelo HPV 16 foi observado que, das
8 que continham DNA viral integrado, em 5 essa integracdo ocorreu em regides
intergénicas dos cromossomos. Nas trés amostras restantes, a integracdo ocorreu
em genes especificos (tabela 5.5). Para as 9 amostras que apresentavam DNA
gendmico do HPV 18 integrado, em 3 a integracdo ocorreu em regides intergénicas
e em 6 ocorreram em genes especificos (tabela 5.6). Os cromossomos no qual

ocorreram essas integragﬁes variaram entre as amostras.

Nas amostras HPV16_3, HPV16_9, HPV16_12 e HPV16_14, as integracdes
ocorreram em regides intergénicas dos cromossomos 4, 11, 9 e 2 respectivamente.
A amostra HPV16 5, como apresenta duas integracfes independentes, foi
observado que uma integracdo ocorreu na regiao intergénica do cromossomo 13 e
outra na regido intergénica do cromossomo X. Na amostra HPV16_1, encontramos
integracdo no gene myeloid cell leukemia 1 (MCL1), localizado no cromossomo 1.
Na amostra HPV16_2, a integragdo aconteceu no gene polymeric immunoglobulin
receptor (PIGR), também localizado no cromossomo 1. E para a amostra HPV16 4,
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a integracao foi identificada no gene peroxisomal membrane protein 4 (PXMP4), no

cromossomo 20.

A integracdo das amostras HPV18 1 e HPV18 6 ocorreu na regiao
intergénica dos cromossomos 15 e 20 respectivamente. Na amostra HPV18_7, suas
duas integraces ocorreram na regido intergénica do cromossomo 14. As amostras
HPV18 2, HPV18 4, HPV18 5 e HPV18 8, apresentaram integracdes
respectivamente nos genes tumor protein p63 (TP63), matrix metallopeptidase 13
(MMP13), solute carrier family 16 (SLC16A14) e histamine receptor H1 (HRH1),
localizados nos cromossomos 3, 11, 2 e 3. As duas integracdes na amostra
HPV18_9 ocorreram em regides proximas no gene RAD51 paralog B (RAD51B),
localizado no cromossomo 14. Esse mesmo fendmeno foi observado para a amostra
HPV18 10, tendo suas duas integracdes ocorrendo no gene neurexin 1 (NRXN1) no
cromossomo 2. O genoma do HPV 16 que foi integrado na amostra co-infectada, a

integracdo ocorreu na regiao intergénica do cromossomo 5 (tabela 5.7).

Os contigs quiméricos formados das amostras infectadas com HPV16
obtiveram uma cobertura média de 249 LJI (tabela 5.5). O contig formado para a
amostra HPV16 14 foi o que apresentou a maior cobertura, com 496 leituras, e o

contig que apresentou a menor cobertura foi da amostra HPV16_14, com 2 leituras.

A cobertura média obtida pelos contigs quiméricos formados para as
amostras infectadas pelo HPV 18 foi de 292,5 LJI (tabela 5.6). Com 912 leituras, o
contig da amostra HPV18 5 foi o que obteve a maior cobertura, ja os contigs da
amostra HPV18 9 foram os que apresentaram a menor cobertura, com 26 e 25
leituras. A amostra co-infectada formou um contig quimérico para o genoma do HPV
16 com cobertura de 14 LJI (tabela 5.7).

5.4- Expressédo do genoma do HPV
5.4.1- Mapeamento das leituras contra o genoma do HPV

Do numero médio de aproximadamente 42 milhdes de leituras das amostras
infectadas com o HPV 16, por volta de 13 mil (0,031%) foram mapeadas contra o
genoma de referéncia desse tipo viral. Ja para a média das leituras obtidas para as
amostras infectadas com HPV 18, das aproximadamente 48 milhdes de leituras,
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cerca de 9 mil (0,018%) mapearam contra o genoma de referéncia desse HPV
infectante. Para a amostra co-infectada, das aproximadamente 61 milhdes de
leituras obtidas, apenas 15 leituras mapearam contra o genoma de referéncia do
HPV 18 e mais de 9 mil leituras (0,014%) mapearam contra o genoma de referéncia
do HPV 16.

A quantidade de leituras mapeadas para cada amostra pode ser observada
na tabela 5.8 para as amostras infectadas com HPV 16, na tabela 5.9 para as
amostras infectadas com HPV 18 e na tabela 5.10 para a amostra com co-infecgao.

Tabela 5.8: Mapeamento das leituras contra a sequéncia de referéncia do HPV 16. Para cada
amostra foi obtida a quantidade total de leituras selecionadas pelo filtro de qualidade (total de leituras)
e a quantidade de leituras que foram mapeadas contra o genoma de referéncia do HPV 16 (Leituras

mapeadas). A partir disso, foi obtido a porcentagem de leituras mapeadas contra a referéncia (%

mapeada).
Mapeamento das amostras infectadas com HPV 16 contra o
genoma de referéncia do HPV 16

Amostra  Total de leituras n':-::)t:;::s % Mapeada
HPV16_1 18.488.000 15.147 0,0813
HPV16_2 12.453.980 1.323 0,0105
HPV16_3 44.377.920 4.496 0,0100
HPV16_4 64.382.672 1.752 0,0120
HPV16_5 45.318.652 8.313 0,0183
HPV16_6 49.363.964 4.495 0,0091
HPV16_7 28.606.205 35.625 0,1230
HPV16_8 50.579.704 25 0,00004
HPV16_9 36.060.303 5.403 0,0149
HPV16_10 38.465.798 15.284 0,0394
HPV16_11 44.689.039 17 0,00003
HPV16_12 20.273.124 7.810 0,0381
HPV16_13 76.425.396 68.655 0,0894
HPV16_14 60.659.618 8.838 0,0145
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Tabela 5.9: Mapeamento das leituras contra a sequéncia de referéncia do HPV 18. Para cada
amostra foi obtida a quantidade total de leituras selecionadas pelo filtro de qualidade (Total de
leituras) e a quantidade de leituras que foram mapeadas contra o genoma de referéncia do HPV 18
(Leituras mapeadas). A partir disso, foi obtido a porcentagem de leituras mapeadas contra a

referéncia (% Mapeada).

Mapeamento das amostras infectadas com HPV 18 contra o
genoma de referéncia do HPV 18

Amostra  Total de leituras n:-ae:)t:;::s % Mapeada
HPV18_1 60.277.430 19.445 0,0320
HPV18_2 59.005.639 3.332 0,0056
HPV18_3 27.593.828 2.560 0,0092
HPV18_4 53.327.505 1.898 0,0035
HPV18_5 49.804.500 13.765 0,0274
HPV18_6 35.213.704 5.022 0,0142
HPV18_7 70.926.211 29.614 0,0415
HPV18_8 46.131.225 10.591 0,0228
HPV18_9 42.698.997 2.678 0,0062
HPV18_10 41.461.932 6.759 0,0162

Tabela 5.10: Mapeamento das leituras da amostra co-infectada contra as sequéncias de referéncia
do HPV 16 e do HPV 18. Foi obtida a quantidade total de leituras selecionadas pelo filtro de qualidade
(Total de leituras) e a quantidade de leituras que foram mapeadas contra 0os genomas de referéncias
(Leituras mapeadas). A partir disso, foi obtido a porcentagem de leituras mapeadas para cada

referéncia (% Mapeada).

Mapeamento da amostra co-infectada contra o genoma de referéncia do HPV 16 e HPV 18

Amostra Total de leituras Referéncia LRILHIES % Mapeada
mapeadas
HPV 16 9.918 0,0161
HPV16/18_1 61.222.630
HPV 18 15 0,00002

47



5.4.2- Cobertura da expressao dos genes virais

A cobertura média da expressao dos genes virais diferiu entre as amostras de
tumores cervicais. Das 14 amostras infectadas com HPV 16, 10 apresentaram maior
cobertura média por base para os genes E6/E7, trés amostras apresentaram o0s
genes E2/E4 com a maior cobertura média e apenas uma amostra apresentou maior
cobertura para o gene E5 (tabela 5.11). Todas as amostras infectadas com HPV 18
apresentaram maior cobertura média para os genes E6/E7 (tabela 5.12). Na amostra
co-infectada, o gene do HPV 16 que obteve a maior cobertura média foi o E2/E4, ja
0 gene E6/E7 do HPV 18 foi o Unico que apresentou cobertura para esse genétipo

viral, com uma baixa cobertura média por base de 0,37 vezes (tabela 5.13).

Analisando a expressdo do genoma total, observamos que as amostras
infectadas por HPV 16 e classificadas como adenocarcinoma (ADN) apresentaram,
em média, uma cobertura por base de 57,67 vezes, jA as classificadas como
carcinoma de células escamosas (CCE) apresentaram cobertura por base de 33,92
vezes para cada amostra. As amostras ADN infectadas com HPV 18 apresentaram
em média uma cobertura de 51,02 vezes e, as de CCE apresentaram cobertura de
54,59 vezes. Na amostra co-infectada, a cobertura média por base da expressédo do
genoma do HPV 16 foi de 47,04 vezes e do genoma do HPV 18 foi de 0,03 vezes.
Gréficos de cobertura por base da expressao do genoma viral para cada amostra
estdo apresentados nos anexos 5.3, 5.4 e 5.5.

48



Tabela 5.11: Média de cobertura da expressdo do genoma viral em tumores infectados por HPV 16.
A analise da expressao do genoma viral das amostras infectadas pelo HPV 16 foi estimado através
da média de cobertura por base obtido para o genoma viral e para a sequéncia de cada gene ou

regido gendbmica.

Média de cobertura da expressdo dos genes viral de tumores cervicais infectados por HPV 16

Amostra Genoma El E2/E4 ES E6/E7 L1 L2
HPV16_1 49,78 20,97 57,06 10,53 156,51 18,83 0,42
HPV16_2 2,95 0,97 0 0 17,38 0 0
= HPV16_10 75,94 47,68 176,97 33,9 99,81 3,49 2,26
2 HPV16_11 0,12 0 0 0 0,94 0,12 0
HPV16_12 44,84 12,86 118,54 16,15 21,4 10,21 2.3
HPV16_13 172,89 38,68 534,96 767,36 195,62 2 2,25
HPV16_3 11,29 5,81 0 0 66,8 0 0
HPV16_4 22,34 15,65 0 0 110,35 0,12 0
HPV16_5 234 4,76 27,4 1,24 100,52 0,24 0,14
w | HPV16_6 24,94 10,74 58,81 272 28,05 0,93 0,63
S HPV16_7 161,43 258,64 0 0 305,22 0,12 0
HPV16_8 0,11 0,05 0,16 0,41 0,64 0 0
HPV16_9 12,64 2,33 0,51 0 72,38 0 0
HPV16_14 15,27 23,5 15,59 0 48,19 0,57 0,07

Tabela 5.12: Média de cobertura da expressdo do genoma viral em tumores infectados por HPV 18.
A andlise da expressdo do genoma viral das amostras infectadas pelo HPV 18 foi estimado através
da média de cobertura por base obtido para o genoma viral e para a sequéncia de cada gene ou

regido gendmica.

Média de cobertura da expressao dos genes viral de tumores cervicais infectados por HPV 18

Amostra Genoma El E2/E4 E5 E6/E7 L1 L2
HPV18_2 15,05 2,08 1,24 0 73,69 0 0
HPV18_3 14,52 6,87 19,79 10,65 33,87 0,34 0,36
= HPV18_4 8,06 0,78 0,27 0,38 39,34 0 0
2 HPV18_7 169,82 134,11 0 262,41 438,29 1,04 1,56
HPV18_8 61,41 1,83 129,19 98,45 154,58 0,27 0,71
HPV18_10 37,27 1,44 46,13 40,33 117,45 2,18 0,57
HPV18_1 113,25 27,53 212,78 202,68 221,65 0,2 0,79
w HPV18_5 64,43 3,59 0,36 0 308,34 0 0
S HPV18_6 2252 0,75 0 0 112,73 0 0
HPV18_9 18,17 7,04 17,57 19,68 21,34 7.2 7,33
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Tabela 5.13: Média de cobertura da expressado do genoma viral no tumor co-infectado. A analise da
expressdo do genoma do HPV 16 e HPV 18 da amostras co-infectadas foi estimado através da média
de cobertura por base obtido para o genoma viral e para a sequéncia de cada gene ou regido

gendmica.

Média de cobertura da expressao dos genes viral de tumores cervicais co-infectados por HPV 16 e HPV18

Amostra Virus Genoma E1l E2/E4 ES E6/E7 L1 L2
HPV 16 47,04 1,84 99,74 87,37 70,22 3,05 1,31
HPV16/18_1
HPV 18 0,03 0 0 0 0,37 0 0

5.4.3- Transcritos alternativos E6/E7

Do total de transcritos EG/E7 expressos, foi analisado o padrdao de splicing
alternativo das amostras de tumores cervicais e calculado a proporcao da expressao

de cada transcrito alternativo E6/E7 encontrado.

Observamos que em todas amostras infectadas pelo HPV 16, o transcrito
alternativo E6/E7 mais expresso foi o E6* (2267409), apresentando uma média de
610 LJS por amostra, 0 que equivale aproximadamente a 89% dos transcritos E6/E7
expressos. Exceto para as amostras HPV16 8 e HPV16_11, que expressaram
apenas o transcrito E6*l, o segundo transcrito com maior expressao foi o EG6*II,
apresentando uma média aproximada de 57 LJS, cerca de 7% do total dos
transcritos E6/E7. Ja o terceiro transcrito mais expresso foi o E6+E7, apresentando
cerca de 22 MLU por amostra, e representando cerca de 3% dos transcritos E6/E7.
Os transcritos alternativos E6*X e E6*VI foram encontrados em 5 e 2 amostras
respectivamente, sendo responsaveis por uma propor¢ao muito baixa na expressao
dos transcritos E6/E7 totais. O transcrito E6*V e os transcritos que apresentam
juncdes de splicing 1911526, 1911742, 2217526 e 2217742 nao foram encontrados
em nenhuma amostra tumoral infectada pelo HPV 16. A quantidade de LJS, MLU e a
proporcao dos transcritos alternativos E6/E7 expressos para cada amostra infectada
pelo HPV 16 pode ser observada na tabela 5.14.

Todas as amostras infectadas pelo HPV 18 apresentaram maior expressao do
transcrito E6*I, obtendo uma média de aproximadamente 748 LJS por amostra, 0
qgue representa, em média, 93% da expressdo dos transcritos E6/E7 expressos. O

transcrito E6+E7 apresenta uma média de aproximadamente 44 MLU por amostra,
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equivalente a cerca de 6% dos transcritos E6/E7 total. Os valores obtidos para cada

amostra contendo HPV 18 encontra-se na tabela 5.15.

A proporcédo da expressdo para os transcritos alternativos E6/E7 do HPV 16
na amostra com co-infeccdo foi de 90,09% do transcrito E6*l, 6,47% do transcrito
E6*1l e 3,04% do transcrito E6+E7. Os transcritos E6*X e E6*V foram expressos em
baixas proporcoes, equivalendo respectivamente a 0,12% e 0,25% dos transcritos
E6/E7 expressos. O transcrito E6*VI e 0s transcritos que apresentam as juncdes de
splicing 1917526, 1911742, 2217526 e 221742 nédo foram encontrados. A expressao
do genoma do HPV 18 nessa amostra obteve apenas 1 LJS para o transcrito E6*l,

obtendo nenhuma MLU para o transcrito alternativo E6+E7.
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Tabela 5.14: Analise da proporcao dos diferentes transcritos alternativos E6/E7 em amostras de tumores cervicais infectadas com HPV16. Para cada amostra foi
contabilizado o nimero de leituras de jungéo de splicing (LJS) obtido para os transcritos alternativos E6/E7 que sofrem splicing e, para o transcrito E6+E7 foi
estimada a média de leituras unspliced (MLU). Foi calculada a proporgdo, em porcentagem (%), da expressao de cada um dos transcritos alternativos expressos

pelas amostras.

Proporgdo de transcritos alternativos E6/E7 em tumores cervicais infectados por HPV16 (em %)

1917409 2217409 2267409 2261526 2267742

— (E6*vn) 1911526 1911742 (E6*V) 2211526 2210742 (£6%1) (E6*1) P E6+E7
us % us % Ls % us % us % Ls % us % us % us % MLU %
HPV16 1| 1 0,06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1296 8889 110 7,55 1 006 485 332
HPVI6_2| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 159 89,83 14 7,90 0 0 4 2,25
> [HPvi6_10| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 567 7924 114 1593 2 027 325 454
< HPV16_11| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 100 0 0 0 0 0 0
HPV16_12| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 159 8641 18 9,78 0 0 7 3,80
HPV16_13| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1062 8372 126 9,93 0 0 805 634
HPV16.3| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 512 91,92 24 4,30 0 0 21 3,77
HPV1E_4| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 844 8874 67 7,04 0 0 40 4,20
HPV16.5| 1 0,09 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 947 8833 99 9,23 2 0,18 23 2,14
w HPV16_6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 155 82,66 18 9,6 | 0,53 13,5 7,20
Q
© [wevie7| o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1914 9282 123 5,96 0 0 25 1,21
HPVIE_8| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 100 0 0 0 0 0 0
HPVIE 9| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 622 90,53 51 7,42 4 0,58 10 1,45
HPV16_14| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 303 8440 44 12,25 0 0 12 3,34

ADN — Adenocarcinoma; CCE — Carcinomas de Células Escamosas
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Tabela 5.15: Analise da proporgédo dos diferentes transcritos alternativos E6/E7 em amostras de
tumores cervicais infectadas com HPV18. Para cada amostra foi contabilizado o numero de leituras
de juncao de splicing (LJS) obtido para o transcrito E6*| e, para o transcrito E6+E7 foi estimada a
média de leituras unspliced (MLU). Foi calculada a proporcéo, em porcentagem (%), da expressédo de

cada um dos transcritos alternativos expressos pelas amostras.

Proporgdo de transcritos alternativos E6/E7 em tumores cervicais infectados por HPV18 (em %)

A
Amostra 2?3631}6 ForEs
Lis % MLU %
HPV18_2 331 94,30 20 5,69
HPV18_3 178 94,42 10,5 5,57
= HPV18_4 198 97,29 5,5 2,70
‘D( HPV18_7 2589 96,62 90,5 3,37
HPV18_8 458 86,49 71,5 13,50
HPV18_10 400 90,29 43 9,70
HPV18_1 1165 95,96 49 4,03
e HPV18_5 1520 93,22 110,5 6,77
= HPV18_6 553 92,78 43 7,24
HPV18_9 93 97,89 2 2,10

ADN — Adenocarcinoma; CCE — Carcinomas de Células Escamosas
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Tabela 5.16: Analise da proporgdo dos diferentes transcritos alternativos E6/E7 na amostra de tumor cervicais co-infectadas pelo HPV 16 e HPV 18. Foi

contabilizado o nimero de leituras de jungdo de splicing (LJS) obtido para os transcritos alternativos E6/E7 que sofrem splicing e, para o transcrito E6+E7 foi

estimada a média de leituras unspliced (MLU). Ainda foi calculada a proporcéo, em porcentagem (%), da expressdo de cada um dos transcritos alternativos

expressos pelas amostras.

Proporgdo de transcritos alternativos E6/E7 em tumores cervicais co-infectados por HPV16 e HPV18 (em %)

HPV 16 HPV18
Amostra 1(952’:3)9 19117526 1917742 2(2 51 SA":?)Q 2211526 2211742 2::2:,? 9 2(2:625”2)6 Z(ZESG" *7 X4)2 E6+E7 2?:;:,])' 6 E6+E7
Ls % s % us % us % s % us % s % s % Ls % MLU % s % MLU %
§ HPV16/18_1 0 0 0 0 0 0 2 0,25 0 0 0 0 696 90,09 50 6,47 1 0,12 23,5 3,04 3 100 0 0

CCE — Carcinomas de Células Escamosas
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6- Discusséao

6.1- Integragcdo do genoma viral

O evento principal para a progressdo de uma neoplasia intraepitelial cervical
(CIN) para o cancer cervical € a integracdo do genoma do HPV no genoma do
hospedeiro. Acredita-se que a principal razdo para a progressdo tumoral apos a
integracdo do HPV, é a expressdo descontrolada dos oncogenes viral, 0 que acaba
gerando uma pressdo seletiva favoravel as células neoplasicas. Além disso, se
especula que genes celulares importantes sdo afetados por essa integracao,
contribuindo ainda mais para a geracdo do cancer de colo uterino (WENTZENSEN;
VINOKUROVA; VON KNEBEL DOEBERITZ, 2004).

Diversas técnicas vém sendo utilizadas para analisar o sitio de integracdo do
genoma do HPV. Uma dessas técnicas é a hibridizacdo In situ, no qual através de
sondas especificas se pode ter uma estimativa da distribuicdo das integracées no
genoma do hospedeiro (MINCHEVA; GISSMANN; ZUR HAUSEN, 1987). Os
protocolos mais utilizados para identificar o sitio de integracdo sdo baseados na
técnica de PCR. Trés dos principais protocolos com base na PCR sédo: (1)
amplificagéo dos transcritos oncogénicos do HPV (APOT) (KLAES et al., 1999), (2)
amplificagéo da sequéncia integrada do HPV franqueando com sequencias celulares
(DIPS) (LUFT et al., 2001) e, (3) amplificacdo da regido de fuséo utilizando primers
especificos e enzimas de restricdo (PCR de restricdo) (THORLAND et al., 2000). Em
2013, foi publicado um trabalho analisando o sitio de integracdo do genoma viral em
51 amostras de cancer cervical infectadas com HPV 16 através do sequenciamento
de nova geracgao na plataforma HiSeq 2000 (lllumina). Nesse trabalho foi realizado o
sequenciamento do DNA das amostras tumorais seguido da identificacdo de
potenciais sitios de juncdo HPV-célula (XU et al., 2013). Para identificarmos os sitios
de integragdo do genoma viral no genoma do hospedeiro, realizamos o
sequenciamento de RNA (RNA-Seq) de 25 amostras de tumores cervicais. A partir
das sequéncias obtidas, identificamos os sitios de integracdo atraves da busca por
transcritos quiméricos apresentando sequéncias HPV-Humano. Metodologia de
identificacdo de integracao semelhante a que utilizamos, foi realizada por OJESINA
et al., 2014.
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No cancer o genoma viral na forma integrada é o mais comum, sendo
encontrado em 45% a 80% dos tumores, dependendo do tipo viral infectante. Em
diversas analises ja foram observados que no cancer e em lesdes intraepiteliais de
alto grau o genoma viral pode ser encontrado comitantemente na forma epissomal e
integrado (CRICCA et al.,, 2007; TONON et al., 2001). A frequéncia da integracao
nos HPVs de alto risco € bastante alta, sendo encontrada em aproximadamente 80%
das neoplasias infectadas com HPV 16 e em praticamente todas infectadas com o
HPV 18 (PETT; COLEMAN, 2007; WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007). Uma
analise de 83 amostras infectadas com HPV 16, incluindo CIN 2/3 e cancer cervical,
encontrou 46,9% das amostras com DNA epissomal, 37,4% apresentaram a forma
integrado e 15,7% apresentaram DNA integrado e epissomal (HAFNER et al., 2008).
Como se pode observar a proporcdo de amostras de neoplasias intraepiteliais
cervical e céancer cervical que apresentam DNA viral integrado e/ou epissomal
variam nos diferentes trabalhos ja publicados. Em nossa analise encontramos 57,1%
(8 de 14 amostras) das amostras de cancer cervical infectados com HPV 16 e 90%
(9 de 10 amostras) das amostras infectadas com HPV 18 apresentando DNA viral
integrado. Também encontramos integracdo do genoma do HPV 16 na amostra co-
infectada pelo HPV 16 e pelo HPV 18. A metodologia que utilizamos nessa analise,
pelo fato de ser uma analise da sequéncia do RNA das células tumorais, nos
permitiu identificar apenas as integracbes, ndo sendo possivel identificar as
amostras que apresentam apenas a forma epissomal ou ainda as amostras que
apresentam o DNA viral em ambas as formas. Além disso, por se tratar da analise
do transcriptoma dos tumores, identificamos apenas a integracdo nos sitios
gendmicos que foram expressos, ndo identificando integracdes que tenham ocorrido

dentro de introns e em outras regides gendmicas nao codificantes.

Como foi revisado por WOODMAN, COLLINS e YOUNG em 2007, a quebra
do genoma do HPV para que ocorra a integracdo, acontece preferencialmente nos
genes E1 ou E2. Das amostras de tumor cervical infectadas com HPV 16 e/ou HPV
18 observamos que 13 apresentaram o rompimento do genoma viral no gene E1, ja
rompimento no gene E2 foram observados em 4 amostras, sendo assim, conforme
descrito na literatura, a maioria dos rompimentos para a integracdo de fato
ocorreram em E1 e E2. Trés amostras apresentaram rompimento em genes virais
diferentes de E1 e E2, dentre elas, a amostra HPV16 2 sofreu a ruptura em ESB6,

amostra HPV16_12 rompeu na regido intergénica entre 0os genes E5 e L2, e a
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amostra HPV18 4 com ruptura em E7. Em destaque, encontramos quatro amostras
gue apresentaram duas integracdes independentes, no qual os genes rompidos para
cada uma das integracoes foram diferentes: HPV16_5 e HPV18 7 com rupturas em
El e E2; HPV18_9 rupturas em E1 e L2; e HPV18 10 com rupturas em E1 e E7
(tabelas 5.5, 5.6 e 5.7; anexo 5.1).

Através da metodologia que utilizamos, observamos que todas as rupturas no
gene E1 ocorreram no mesmo nucleotideo: 880 ou 929 no genoma do HPV 16 e
HPV 18, respectivamente. A quebra nesses nucleotideos ja foi observada
anteriormente por SCHMITZ et al., 2012. Segundo os autores, pelo fato dos
nucleotideos 880, no HPV 16, e 929, no HPV 18, se tratarem de sitios de splicing
doadores existentes em E1, as integracfes encontradas nesse ponto séo originadas
a partir do mecanismo de splicing entre a ORF de E1 com o éxon de algum gene
conhecido. Sendo assim, uma vez que nossas analises foram feitas com base em
sequéncias de RNA, acreditamos que as indica¢des de rompimento do genoma viral
em E1, - nas posi¢cbes 880 (HPV 16) ou 929 (HPV18) -, obtidos pelos contigs
quiméricos, na verdade podem ndo ser exatamente o ponto em que ocorreu esse
rompimento. Dessa forma, o rompimento no genoma viral pode estar localizado no
préprio sitio doador de splicing indicado ou em qualquer outro ponto downstream a
esse sitio. Fato semelhante pode ter ocorrido na integracdo da amostra HPV16 2,
no qual a andlise do contig quimérico nos indicou quebra do genoma viral no sitio de
splicing 526. Nesse caso, como o nucleotideo 526 € um sitio de splicing aceptor,
acreditamos que o transcrito formado também é resultado de um splicing, além
disso, o sitio em que ocorreu a quebra no genoma viral pode ter ocorrido nesse SA
ou em qualquer outro ponto upstream a ele. Nas demais amostras, as integracoes
gue encontramos a quebra no genoma do HPV nao ocorreram em sitios de splicing
conhecidos, portanto o ponto de quebra no genoma viral indicado pela metodologia
que utilizamos, de fato deve ser o local onde ocorreu o rompimento. Para
identificarmos precisamente o sitio de quebra das amostras no qual os transcritos
guiméricos foram originados de um produto de splicing, precisamos fazer a analise
do DNA extraidos desses tumores, buscando assim sequéncias de DNA quiméricas
HPV/humano.

Conforme observado por KRAUS et al. em 2008, a integracdo do genoma
viral pode ocorrer em qualquer lugar no genoma humano, mas elas tendem a ocorrer

com maior frequéncia em determinados sitios do genoma hospedeiro. Ja foram
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mapeados mais de 250 sitios de integracdo no genoma humano. Esses sitios foram
encontrados em todos 0s cromossomos humanos, porém a maioria deles eram sitios
frageis, pontos de quebra de translocacéo e regifes de transcricdo ativas. Sitios
frageis sdo regibes cromossbémicas propensas a sofrerem quebras, facilitando assim
a integracdo de um DNA exdégeno (SUTHERLAND; RICHARDS, 1999). Estudos
observaram a presenca de integracbes em diversas bandas citogenéticas nos
diversos cromossomos, porém as encontradas com maior frequéncia sdo 4q13.3,
8024.21, 13g22.1 e 17921.2. Dentre estes, o sitio mais predominante esta localizado
em 8g24.21, perto do locus do gene MYC (SCHMITZ et al., 2012). Nas 18 amostras
integradas que analisamos, encontramos uma ampla distribuicdo das integracdes
nos cromossomos, sendo assim ndo observamos uma preferéncia das integracoes

por determinada regido cromossomica (tabelas 5.5, 5.6 e 5.7).

A posicdo nucleotidica exata em que acontece a integracdo varia entre as
amostras, mesmo elas ocorrendo na mesma regido cromossémica, também néo ha
uma sequéncia de nucleotideos caracteristicas que esteja associada a integracao
em determinada regido. Em diversos casos a integracdo do HPV ocorre dentro ou
perto de genes conhecidos, porém o mais frequente € que ela ocorra em regides
intergénicas (WENTZENSEN; VINOKUROVA; VON KNEBEL DOEBERITZ, 2004).
Em um trabalho publicado por KRAUS et al. em 2008, foi observado que
frequentemente a integracdo ocorre dentro de regibes de transcricbes ativas do
genoma do hospedeiro, além disso, esses autores encontraram 38% das
integracbes dentro de genes conhecidos. Alguns desses genes afetados pela
integracdo sdo genes importantes para o desenvolvimento tumoral, como 0s genes
MYC, TP63, NR4A2, APM-1, FANCC, TNFAIP2 e hTERT (WENTZENSEN;
VINOKUROVA; VON KNEBEL DOEBERITZ, 2004). Em nosso trabalho, 52,6% dos
sitios de integracdo que foram encontrados estdo localizados em regides
intergénicas, os restantes das integracfes foram encontrados dentro de 9 genes
diferentes: MCL1, PIGR, PXMP4, TP63, MMP13, SLC16A14, HRH1, RAD51B e
NRXN1 (tabelas 5.5, 5.6 € 5.7).

Encontramos na amostra HPV16_1 a integracdo na regido 1921 dentro do
gene MCL1, que € responsavel pela sintese de uma proteina anti-apoptoética
membro da familia BCL-2. Integracao na regido 1921 também foram observadas em
outros trabalhos, porém as integracfes foram associadas aos genes HS8015

(THORLAND et al., 2000) e RPS27 (WENTZENSEN et al., 2002). Segundo
58



THORLAND et al, 2000 essa regido 1921 € um sitio fragil. A integracdo da amostra
HPV16_4 ocorreu na regido 20q11.22, dentro do gene PXMP4 que codifica uma
proteina da membrana do peroxissomo. A regido 20q11.22 j& foi descrita com um
ponto de integracdo do genoma viral, porém o gene afetado por essa integragéo foi
0 CBFA2T2 (XU et al., 2013). A regiao 3928 segundo Wentzensen (2004) se trata de
um sitio fragil, e integracdes nesse sitio j& foram descritas afetando os genes TP73 e
TPRG1, ambos pertencentes a familia dos fatores de transcricdo de p53 (DALL et
al., 2008; NAMBARU et al., 2009). Encontramos integracdo em 3g28 na amostra
HPV18 2, ocorrendo dentro do gene TP63, que também faz parte da familia de p53.
Como os genes contidos na regido 3928 ja foram diretamente relacionados com o
desenvolvimento de diferentes tipos de tumores, integracdo nessa regiao pode ser
de grande importancia no desenvolvimento do cancer cervical. Na amostra HPV18_ 5
a integracdo ocorreu no sitio 2936.3 dentro do gene SLC16A14, integracdo nessa
mesma regido foi descrita por XU et al. em 2013, porém segundo os autores o gene
afetado pela integracéo foi o PID1. Ja a amostra HPV18 8 encontramos integracao
em 3p25 no gene HRH1, responsavel pela codificacdo do receptor da histamina.
Integracdo em 3p25 também ja foi descrita em uma regido intergénica, préxima ao
protp-oncogene RAF1 (DURST et al., 1987). Através das nossas andlises ainda
encontramos integracbes no gene PIGR, que sintetiza um receptor da
imunoglobulina, e no gene MMP13 que codifica uma proteina da familia
metaloproteinase responsavel pela quebra da matriz extracelular durante o
desenvolvimento embrionario. A integracdo nos genes PIGR e MMP13 foram
encontrados respectivamente na amostra HPV16_ 2 na regido 1931 e na amostra
HPV18 4 na regido 11922.3.

Segundo VINOKUROVA et al., 2005, em quase todas amostras tumorais por
eles analisadas foram encontrados apenas uma integragao por amostra. Em nossas
analises, observamos quatro amostras tumorais com duas integracoes
independentes: HPV16 5, HPV18 7, HPV18 9 e HPV18 10. As duas integracbes
independentes na amostra HPV16_5 ocorreram em regides intergénicas localizadas
nos sitios 13g22.1 e Xg21.31 (tabela 5.5). Integracé@o na regido 13g22.1 também foi
observada por XU et al., 2013, no qual a integracdo ocorreu dentro ou na regiao
intergénica préximo do gene KLF5. Nas amostras HPV18 7, HPV18 9 e HPV18 10
observamos que as duas integracdes independentes sofridas por elas ocorreram

préximas, em apenas uma regido cromossdmica. Segundo WENTZENSEN;
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VINOKUROVA; VON KNEBEL DOEBERITZ em 2004, diversas integracdes na
mesma regido cromossdémica em um tumor € um evento raro, porém esse acumulo
de integracfes na mesma regido foi encontrado no locus do gene MYC. Na amostra
HPV18_ 7 as duas integracées ocorreram na regiao intergénica da banda 14q23.2,
integracdo simples nessa mesma regido foi observada por XU et al., 2013, porém
ocorrendo dentro do gene HIF1A. As duas integracbes na amostra HPV18 9
ocorreram na regido 14923, no gene RAD51B. Ja foi descrito na literatura
recorréncia de integracdo do genoma do HPV no gene RAD51B em diferentes
tumores infectados com HPV 16, HPV 18 e HPV 52 (OJESINA et al., 2014). Esse
gene atua no reparo de DNA e, ja foi associado ao desenvolvimento tumoral de
diversos tipos de canceres (THOMAS et al., 2009). A amostra HPV18 10
apresentou as duas integracdes ocorrendo na regido cromossdmica 2p16.3, no gene
NRXN1, responsavel por gerar uma importante proteina que promove a adesao

celular no sistema nervoso de vertebrados.

Para as amostras HPV16 3, HPV16 9, HPV16 12, HPV16_ 14, HPV18 1 e
HPV18 6 a integracdo ocorreu na regido intergénica das bandas cromossomicas
4931.1, 11g22.2, 9p11.2, 2q31.2, 15921 e 20913.12 respectivamente (tabelas 5.5,
5.6 e 5.7). Na amostra co-infectada HPV16/18 1, a integracdo do HPV 16 também
ocorreu em regido intergénica, porém em 5q33.2. De acordo com 0O nOSSO
conhecimento, integracdes do genoma do HPV nessas regibes cromossomicas

ainda nao foram descritas na literatura.

A cobertura das regides em que ocorreram as integracfes foi obtida através
do numero de leituras (LJI) que cobrem a regido de juncéo de integracdo nos contigs
formados para os transcritos quiméricos. Esse valor de cobertura é importante para
determinar se a integracdo encontrada de fato existe ou se trata de um artefato
formado pela metodologia empregada. De acordo com a metodologia para analise
de integracdo através de RNA-Seq utilizada por OJESINA et al., 2014, um sitio de
integracdo so foi definido se ele apresentar pelo menos seis leituras cobrindo a
regido de juncéo de integracdo. Em nossa analise, consideramos uma LJI apenas as
leituras que tivessem um spanning de pelo menos de 6 bases, aumentando assim a
chance dessa leitura estar cobrindo a regido de integragcdo e n&o uma regiao
aleatéria do genoma. Sendo assim, apenas a integracdo encontrada para a amostra
HPV16_ 12 obteve menos de seis LJI cobrindo a regido da integracéo, apresentando

cobertura de apenas duas LJI. Além da hip6tese de que a integracdo dessa amostra
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pode ser um artefato, acreditamos que a baixa cobertura da regido de integracéo do
seu contig formado, também pode estar ligada a baixa expresséo dessa regido, uma

vez que essa integracado ocorreu em uma regiao intergénica.

Para confirmamos os sitios de integragfes encontrados em nossas analises,
precisamos validar os resultados encontrados utilizando metodologias moleculares
como, por exemplo, APOT, DIPS, PCR de restricdo e PCR convencional a partir do
DNA tumoral.

6.2- Padrdo de expressdao génica viral e integracdo do genoma

A expressao do genoma do HPV nas amostras tumorais foi estimada através
da média de cobertura das bases pertencentes a cada gene. Sendo assim, quanto
maior for a expressédo de determinado gene, maior sera a sua meédia de cobertura.
Como nao fizemos uma padronizacdo da expressdo do genoma do HPV com a
expressao de algum gene constitutivo celular, ndo foi possivel comparar a expressao
do HPV entre os diferentes tumores, foi possivel apenas fazer uma comparacéo
relativa entre as expressoes de cada gene viral dentro do mesmo tumor. Ainda, esse
padrdo de expressdo génica viral esta associado a presenca de cépias epissomais e

integradas e, principalmente, esta relacionada a acao inibitéria promovida pela

proteina E2.

O processo de como ocorre a expressao do genoma do HPV ainda ndo é bem
conhecido, porém se sabe que a expressdo desse genoma ocorre de forma
diferenciada dependendo do estagio da infeccdo e do estado fisico do genoma, se
ele se encontra na forma epissomal ou integrada (NGUYEN; RAMIREZ-FORT;
RADY, 2014; WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007). Na analise das diferentes
amostras de cancer cervical, encontramos trés padrées na expressao do genoma do
HPV. O padrdo em que se encontra a maioria das amostras (10 amostras),
observamos maior expressdao dos oncogenes E6/E7. O segundo padrdo mais
frequente (8 amostras), também observamos uma maior expressdo dos oncogenes
E6/E7 porém comitantemente € observado alta expressdo dos genes E2/E4. O
terceiro padrao (5 amostras) observamos amostras em que apresentam uma maior
expressao dos genes E2/E4 e E5 em relacdo a expressdo dos oncogenes E6/E7.

Ainda observamos que duas amostras, juntamente com o genoma do HPV 18 na
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amostra com co-infecgcdo, apresentaram baixa expressdo do genoma do HPV
(tabelas 5.11, 5.12 e 5.13; anexos 5.3, 5.4 e 5.5).

Observamos que as amostras HPV16 2, HPV16 3, HPV16_4, HPV16 7,
HPV16_9, HPV16_14, HPV18 2, HPV18 4, HPV18 5 e HPV18_6, apresentaram
um padrdao de expressao no qual os oncogenes E6/E7 estdo mais expressos em
relacdo aos demais genes virais. Exceto para as amostras HPV16 2, HPV16 7 e
HPV18 4, a quebra do genoma viral para a integracéo ocorreu nos genes E1 ou E2.
Como a quebra em E2 impede a formacédo da proteina E2 e a quebra em E1 impede
a transcricado de E2 pelo promotor precoce, 0os genes E6/E7 sdo super-expressos
uma vez que ndo ha a acdo de E2 interferindo na transcricdo desses oncogenes
(JEON; ALLEN-HOFFMANN; LAMBERT, 1995; JEON; LAMBERT, 1995). As
amostras HPV16_2 e HPV18_4 identificamos o rompimento para a integragéo dentro
dos genes E6 e E7 respectivamente, porém mesmo assim elas apresentaram uma
alta expressdo dos oncogenes E6/E7. Acreditamos que nessa amostra essa alta
expressao se deve a presenca de outras copias do genoma viral (integrado ou ndo
ao genoma da célula tumoral). Para a amostra HPV16_7 a metodologia utilizada nao
mostrou presenca de integracdo, mas ndo ha como afirmar que ndo existam copias
do genoma viral integrado. Andlise da integracdo através de outras metodologias

moleculares pode ser capaz de nos responder essas questdes.

Alta expressdo dos genes E6/E7 seguido de altas expressdes dos genes E2,
E4 e E5 foi o padrdo encontrado para as amostras HPV16_1, HPV16_ 5, HPV18 1,
HPV18 3, HPV18 7, HPV18 8, HPV18 9 e HPV18 10. Exceto para a amostras
HPV18 3, a ruptura do genoma viral para a integracéo, ocorreu nos genes E1 e/ou
E2, sendo esse 0 provavel motivo para a alta expressdo dos oncogenes E6/E7. Na
amostra HPV18_3 ndo encontramos integracdo do genoma viral. As altas
expressdes dos genes E2, E4 e E5 nos leva a supor que provavelmente esses
tumores cervicais possuem o0 genoma viral tanto na forma epissomal quanto na
forma integrada, conforme ja relatado por CRICCA et al., 2007 e TONON et al.,
2001. Em destaque, a amostra HPV18_ 9 além da alta expressdo dos oncogenes
E6/E7 e dos genes E2, E4 e E5 apresentou expressdo dos genes tardios L1 e L2.
Segundo SCHWARTZ (2008), em HPV16 os genes tardios em células de cancer
cervical nunca se expressam. Como a amostra HPV18 9 apresenta infeccado por
HPV 18, acreditamos que provavelmente essa hipétese de SCHWARTZ nao pode

ser seguida para os tumores com HPV 18.
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As amostras HPV16 6, HPV16 10, HPV16 12, HPV16 13 e a co-infeccéo
HPV16/18 1 (genoma do HPV 16) apresentaram uma maior expressdo dos genes
E2/E4 ou E5. Exceto para as amostras HPV16 12 e o genoma do HPV 16 da
amostra HPV16/18 1, nao foram encontradas integracdes para as demais amostras,
0 que provavelmente explica a menor expressdo dos oncogenes virais E6/E7. Na
amostra HPV16_ 12 a quebra para a integracdo ocorreu na regiao intergénica entre
0s genes E5 e L2, com isso a ruptura nessa regido nao interfere na expressao do
gene E2 a partir do promotor precoce, permitindo assim que a proteina E2 atue
reprimindo a super-expressao dos oncogenes E6/E7. Como a amostra co-infectada
(HPV16/18_1) ndo apresentou uma alta expressdo dos oncogenes E6/E7 de HPV
16, mas sim dos genes E2/E4 e E5, acreditamos que essa amostra possui genomas

virais na forma epissomal e integrada.

Baixa expressdo do genoma do HPV foram observados para as amostras
HPV16 8, HPV16 11 e para o genoma do HPV 18 na amostra co-infectada
HPV16/18 1. Apesar da baixa expressédo desses genomas, nessas trés amostras 0s
oncogenes E6/E7 foram os que apresentaram a maior expressao. Acreditamos que
essa baixa expressao esta relacionada ao baixo numero de copias do genoma viral
presente nas células, uma vez que quanto maior o numero de copias do genoma
viral maior € a expressdo dos genes virais (SHULZHENKO et al., 2014). Outra
possibilidade para explicar essa baixa expressdo, é que o fragmento da bidpsia
analisada poderia ser composto por células tumorais e células normais, que nao
apresentam o HPV. H4& alguns indicios de que determinados genoétipos virais
presente em uma co-infecgcdo tendem a dominar na expressdo dos seus genes,
inibindo assim a expressao dos demais virus presentes na infeccdo (ANDERSSON
et al.,, 2012). Dessa forma, com relagdo a amostra HPV16/18 1, como ela
apresentou alta expressdo do genoma do HPV 16 e baixa expressao do HPV 18,
acreditamos que pode estar ocorrendo uma competicdo na expressao génica desses

dois tipos virais.

6.3- Transcritos alternativos E6/E7

Como o intron 1 do pré-RNAm E6/E7 do HPV 16 possui trés sitios de splicing
doadores (SD191, SD221 e SD226) e trés sitios de splicing aceptores (SA409,

SA526 e SA742) (AJIRO et al., 2012), potencialmente o processamento pelo splicing
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alternativo é capaz de formar 9 tipos de transcritos alternativos E6/E7, sem contar o
transcrito E6+E7, que é formado quando ndo ocorre splicing do intron 1. Na literatura
ja foram descritos a existéncia de 5 desses transcritos: E6* (2267409), EG6*I
(226"526), E6*X (226"742), E6*V (221"09) e E6*VI (191M09), sendo esses dois
altimos encontrados apenas por AJIRO (2012). Os outros quatro transcritos
alternativos, que apresentam as juncdes de splicing 1617526, 1917742, 221526 e
2217742, sao transcritos hipotéticos. De acordo com 0S nossos conhecimentos
nenhum trabalho na literatura descreveu a hipdétese da formacdo desses quatro
transcritos nem observaram a sua existéncia. Ja o intron 1 do pré-RNAm E6/E7 do
HPV 18 apresenta apenas um sitio doador e um sitio aceptor, formando os
transcritos alternativos E6*l (2337416) e E6+E7 (ZHENG et al., 2004).

A expressao dos diferentes transcritos E6/E7 nas amostras tumorais foram
estimados através do numero de leituras de juncdo de splicing (LJS) para os
transcritos originados por splicing alternativo e pela média de leituras unspliced
(MLU) para o transcrito alternativo que nao sofre splicing (E6+E7). Da mesma forma
que na andlise da expressao do genoma viral, ndo fizemos a quantificacéo relativa
da expressdo desses transcritos alternativos com a expressao de algum gene
constitutivo das células, logo ndo podemos comparar os niveis de cada transcrito
entre as amostras, apenas determinar quais tipos de transcritos sdo 0s mais e 0s

menos expressos em determinada amostra tumoral.

Observamos que em todas as amostras infectadas pelo HPV 16, o transcrito
E6*I foi o tipo de transcrito alternativo E6/E7 que obteve a maior expressao, sendo
responsavel, em média, por 89% dos transcritos EG6/E7. Varios trabalhos ja
demostraram que splicing do intron 1 do pré-RNAm EG6/E7 é altamente eficiente, e a
maioria dos transcritos em tecidos e linhagens celulares de cancer cervical é o E6*
(SHERMAN et al., 1992; TANG et al., 2006; ZHENG et al., 2004). Ainda observamos
gue o segundo e o terceiro transcrito E6/E7 com maior expressdo sao 0s transcritos
E6*Il e E6+E7 respectivamente, exceto nas amostras HPV16 8 e HPV16_ 11 que
expressaram apenas o E6*l. Segundo FORSLUND (1997) o nivel da expressao do
transcrito E6*Il em relacdo ao transcrito E6*l € reduzido, e SCHMITT e PAWLITA
(2011) verificaram que em linhagens celulares a expressado de E6*ll é dez vezes
menor que de E6*l. Os nossos resultados estdo de acordo com esse achado, uma
vez que nas amostras analisadas encontramos, em meédia, 610 LJS para o transcrito

E6*l e 57 LJS para o transcrito E6*ll, sendo E6*l 10,7 vezes mais expresso que 0
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E6*Il. Os transcritos E6*X e E6*VI ndo foram encontradas em todas as amostras
analisadas, e quando encontradas apresentava uma baixa expresséo. Ja o transcrito
E6*V e os transcritos hipotéticos com juncéo de splicing 1917526, 1917742, 221526
e 2217742 nao foram encontrados em nenhuma amostra, o que indica que nao sao
realmente formados, ou entdo, eles sdo expressos em niveis tdo baixos que a

metodologia que utilizamos nao foi capaz de detecta-los.

Nas amostras infectadas com HPV 18, o transcrito E6*1 também foi o
transcrito mais expresso, representando em média 93% dos transcritos alternativos
E6/E7 total. Acreditamos que a maior expressdo desse transcrito também seja
devido a alta eficiéncia do splicing do intron 1 do pré-RNAm EG6/E7. O genoma do
HPV 16 da amostra co-infectada HPV16/18 1, assim como nas demais amostras
infectadas com HPV 16, os transcritos E6/E7 mais expressos foram E6* > E6*Il >
E6+E7, ja os transcritos E6*X e E6*V apresentaram baixas expressdes. O genoma
do HPV 18 na amostra co-infectada apresentou apenas o transcrito E6*l, mas essa

exclusividade de E6*l pode ser devido ao baixo nivel da expressdo do genoma viral.

Experimentos ja mostraram que de fato splicing do intron 1 do pré-RNAm
E6/E7 é fundamental para que promover a traducdo da oncoproteina E7, por outro
lado, retencdo desse intron é necessario para formar a oncoproteina E6. Porém, o
mecanismo pelo qual o prée-RNAm néo sofre splicing do intron 1 para a formacéo da
proteina E6 ndo é conhecido (TANG et al., 2006). Existem indicios que o fator de
crescimento epitelial (EGF) pode estar ligado a essa regulacdo, uma vez que EGF
se liga ao transcrito E6/E7 e impede que ele sofra splicing. Ainda acredita-se que
HPVs oncogénicos conseguem promover a retencdo do intron 1 utilizando suas
préprias proteinas precoces e tardias para interferir com o spliceossomo (AJIRO et
al., 2012; ROSENBERGER et al., 2010).

Diversas outras questbes ligadas ao processo de formacdo dos transcritos
alternativos E6/E7 e o efeito de seus produtos, principalmente os polipeptideos E6*,
nao estdo bem esclarecidos. Alguns autores acreditam que no caso do HPV 16, o
controle de qual sitio de splicing alternativo sera escolhido para a eliminacdo do
intron 1 esta relacionado com a presenca das sequéncias ativadoras e silenciadoras
de splicing (ESSE, ESS, ISE e ISS) (SCHWARTZ, 2008; ZHENG, 2010). Também
existem evidéncias de que os sitios de splicing doadores e aceptores escolhidos

para a retirada do intron 1 € determinado pelo principio da proximidade, onde o
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menor fragmento do intron sera eliminado, ou seja, os SD e SA mais proOXimos uns
dos outros serao os escolhidos (AJIRO et al., 2012; REED; MANIATIS, 1986). Essa
teoria esta de acordo com 0s nossos achados, pois de fato o transcrito E6*| no HPV
16 é o transcrito alternativo mais abundante, e para a sua formacéo € necessario a
utilizacdo dos SD e SA mais proximais. Ja € conhecido que os transcritos E6/E7
apos a perda do intron 1 podem geram um ou diversos transcritos E6*, que sdo
importantes para traduzir a oncoproteina E7 e também traduzem polipeptideos E6*.
Na literatura ndo ha uma definicdo a respeito da funcdo desses polipeptideos, se
eles sdo degradados ou se apresentam alguma funcéo. Estudos realizados em 2014
demostraram que o polipeptideo E6*1 do HPV 16 foi capaz de reduzir o tamanho de
tumores estimulados em camundongos. Os autores acreditam que essa reducdo se
deve a capacidade do polipeptideo E6* de se ligar a proteina E6 e impedir que ela
atue em p53 e em outras proteinas (FILIPPOVA et al.,, 2014). Se os demais
polipeptideos E6* sédo traduzidos e apresentam uma funcdo semelhante ao E6*l,

ainda nao é conhecido.
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7- Conclusodes

e Foi possivel a identificacdo da integracdo do genoma viral no genoma do
hospedeiro através da busca de contigs quiméricos apresentando sequéncias
do HPV e do genoma humano. Por essa metodologia observamos que a
integragcdo do genoma viral em amostras de céancer cervical foi frequente,
acometendo 57% das amostras infectadas pelo HPV 16 e 90% das infectadas
pelo HPV 18. J4 para amostra co-infectada observamos integracdo apenas do
HPV 16.

e O rompimento do genoma viral para ocorrer a integracdo aconteceu mais
frequentemente nos genes E1 ou E2, o que acaba afetando a expresséo da

proteina E2.

e Observamos uma ampla distribuicdo das integracbes em varios sitios
cromossOmicos, ndo identificamos a preferéncia de alguma regido
cromossbmica para que ocorra a integracdo. Cerca de 52,6% dos sitios de
integragdo que analisamos estavam localizados dentro de regides
intergénicas, os demais encontramos dentro dos genes MCL1, PIGR, PXMP4,
TP63, MMP13, SLC16A14, HRH1, RAD51B e NRXNI1.

e Tanto para o HPV 16 e HPV 18 encontramos trés padrbes na expressao de
MRNAs do genoma do HPV: (1) Maior expressao dos oncogenes E6/E7; (2)
Expressao equivalente dos oncogenes E6/E7 e dos genes E2/E4; e (3) Maior

expressao dos genes E2/E4 e ES5.

e Na amostra com multipla infeccdo, observamos expressao preferencial do

HPV16, sugerindo que esse virus pode inibir a expressao do outro.

e Os transcritos alternativos E6/E7 mais expressos nas amostras infectadas
pelo HPV 16 foram E6*I > E6*Il > E6+E7. O transcrito E6*l foi o transcrito
alternativo mais comum nas amostras tumorais, representando em média
89% dos transcritos. Ainda observamos que a expressao do transcrito E6*1l é

aproximadamente 10 vezes menor do que o transcrito E6*I.

e Os transcritos alternativos E6*X, E6*VI e E6*V do HPV 16 aparentemente séo

transcritos raros, nao sendo encontradas em todas amostras tumorais. Ja 0s
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transcritos hipotéticos com as jungdes de splicing 1917526, 1911742, 221526
e 2217742 nao foram encontrados em nenhuma amostra.

e O transcrito alternativo E6/E7 mais expresso nas amostras infectadas com o

HPV 18 foi o E6*I, representando em média 93% desses transcritos.
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Anexo 4.2
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tipo do tumor) e a coleta de uma pequena quantidade de sangue (SmL ou o equivalente a
uma colher de cha).

O Cancer do colo do tutero ¢ o segundo tipo de tumor mais comum em mulheres. Sabe-
se que sua origem esta associada ao um virus (HPV). Conhecer as caracteristicas desse virus
e do tumor que ele originou é importante para compreende melhor a doenca, o tratamento e
as maneiras de prevenir o aparecimento desse tumor, como o desenvolvimento de vacinas.

Para que vocé possa decidir se quer participar ou nao deste estudo. precisa conhecer seus

beneficios. riscos e implicagdes.

OBJETIVO DO ESTUDO
Este estudo tem como objetivo identificar os diferentes tipos de HPV presentes nos
tumores do colo do utero de pacientes atendidas no Instituto Nacional de Cancer e associar

as caracteristicas do tumor com as caracteristicas do tipo de virus presente.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo sera coletada uma amostra do tumor para a
realizacio da biopsia (exame que diagnostica o tipo de tumor) ou uma amostra do mesmo no
caso de vocé ser submetida a uma cirurgia, como parte do tratamento. A coleta de material
para a biopsia sera feita por uma médica(o) pesquisadora(or) participante desse estudo.
Também serdao coletados SmL de sangue através de uma puncao com agulha de uma veia de seu
brago. Essas amostras serao levadas ao laboratorio onde sera isolado o DNA da biopsia do tumor e
do sangue para ser submetido a procedimentos que permitirao identificar o virus associado ao

desenvolvimento do tumor. Vocé também respondera a um questionario com perguntas sobre
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habitos de vida. atividade sexual e uso de hormonios ao longo de sua vida. O DNA isolado das
amostras de tumor e sangue sera armazenado no Banco Nacional de Tumores apos a utilizacao do
mesmo para os procedimentos relacionados ao presente projeto. O material armazenado no BNT
sera guardado. sob a responsabilidade do INCA. para estudos futuros e voceé tera o direito de
decidir sobre a participa¢ao em outros estudos que eventualmente venham a ser realizados a partir
deste material. Se vocé concordar em participar deste projeto de pesquisa os pesquisadores
participantes também consultardo seus registros meédicos para obter dados que podem ser

importantes para compreender o cancer do colo do utero.

METODOS ALTERNATIVOS
Sua participacio nesse estudo é totalmente voluntaria. Vocé ndo é obrigada a
participar do estudo. Se vocé ndo concordar em fornecer uma amostra de sangue, permitir a

biopsia de seu tumor e responder ao questionario, vocé nao participara desse estudo.

RISCOS

O seu tratamento sera exatamente o mesmo caso voceé participe ou nao deste estudo. E é
importante que voce saiba dos riscos implicados na coleta de uma amostra do tumor e na coleta do
sangue. Esses dois procedimentos nao fazem parte do tratamento usual para pacientes com esse
tipo de tumor. A coleta da biopsia de seu tumor pode causar sangramento no local. Caso 1sso
aconteca. esse sangramento sera controlado pela médica(o) que realizara a coleta. Se vocé for
submetida a uma cirurgia, como parte do tratamento. a coleta de uma amostra do tumor se dara a
partir do material tumoral retirado durante a cirurgia e nao havera risco adicional. A coleta de
sangue pode causar dor no local da puncdao. ou manchas rochas transitorias chamadas de

equimoses.

BENEFICIOS
Vocé nao tera beneficios com os resultados dessa pesquisa. Entretando os resultados
gerados por ela poderao ajudar a compreender melhor o cancer do colo do utero e auxiliar na

prevencao e no tratamento do mesmo. no futuro, para outras mulheres.
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ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

E importante que vocé saiba que o seu tratamento serd o mesmo. caso aceite ou nio
participar desse projeto. E que vocé tem direito de saber qualquer informacio gerada nessa
pesquisa relacionada a sua doenca. Essa pesquisa € coordenada pela Dr. Liz Maria de Almeida. e
qualquer duvida que tenha respeito pode ser sanada entrando em contato pelo telefone 21 3970-

7409.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de saude que cuidara de vocé, seus registros médicos poderao ser
consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA) e
equipe de pesquisadores envolvidos nesse estudo. Seu nome nao sera revelado ainda que
informacoes de seu registro médico sejam utilizadas para propdsitos educativos ou de publicagao.

que ocorrerao independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS
Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa e que
necessite de atendimento médico. ficara a cargo da instituicao. Seu tratamento e acompanhamento

medico independem de sua participagao neste estudo.

CUSTOS
Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé pela sua participagao nesse

estudo.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacio neste estudo é completamente
voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacao a qualquer
momento. sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Caso voce decida
interromper sua participagao no estudo, a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a coleta

e 0 uso das amostras para os fins relativos ao estudo sera imediatamente interrompida.
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O meédico responsavel por sua internagao pode interromper sua participacao no estudo a
qualquer momento, mesmo sem a sua autorizacao. Caso isso aconte¢a 0 motivo sera comunicado a

voce.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos estimulamos a vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do
estudo. Neste caso. por favor, ligue para a Dra. Liz Maria Almeida no telefone 39707409. Se
voceé tiver perguntas com relagao a seus direitos como participante do estudo, também pode contar
com um contato imparcial, o Comité de Etica em Pesquisa do INCA. situado a Rua André
Cavalcanti 37. Centro. Rio de Janeiro. telefones (21) 3207-6551 ou (21) 3207-6565. ou também

pelo e-mail: cep@inca.gov.br

Li as informacdes acima e entendi o proposito deste estudo assim como os beneficios e
riscos potenciais da participacao no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram
respondidas. Eu. por intermédio deste. dou livremente meu consentimento para participar neste
estudo.

Entendo que poderei ser submetido a uma biopsia e a uma puncao para coletar sangue
adicionais a0 necessario para 0 meu tratamento e que nao receberei compensacao monetaria por
minha participa¢ao neste estudo.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

(Assimatura do Paciente) dia meés ano

(Nome do Paciente — letra de forma )

/

(Assinatura de Testemunha. se necessario) dia meés ano
Eu. abaixo assinado. expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo a

paciente indicada acima e/ou pessoa autorizada para consentir pela paciente.

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano
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Anexo 4.3

Script extractsequence.pl, obtido de:

http://seganswers.com/forums/showthread.php?t=9498

#!/usr/bin/env perl

use strict;

use warnings;

use Bio::Perl;

use Getopt::Long;

use Data::Dumper;

use File::Basename;

use List::Util gw/min max/;

use Bio::SeqgFeature::Generic;

my $settings={

contig=>[],

I3

exit(main());

sub main{

die usage() if(@ARGV<1);

GetOptions($settings,(infile=s’,  'start=s', 'nameOfOrganism=s’, ‘end=s,
‘contig=s@"', 'outfile=s', 'help");

die usage() if($$settings{help});

my $file=$3$settings{infile} || die "Missing infile\n".usage();

my $end||=$$settings{end};

my $outfile=$$settings{outfile} or die "Missing outfile\n".usage();

my $start=$$settings{start} || 1;

$start=1 if($start<1);

my $seq=extractSeqs($file,$start,$settings);

my $seqout=Bio::SeqlO->new(-file=>">$outfile");

$seqout->write_seq($_) for(@%$seq);

print "Output file is in $outfile\n";

return 1,

}

sub extractSeqs{
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my($file,$start,$settings)=@_;

my @return;

# get the correct contig Seq

my $targetSeq=[];

my $revcom=[];

if($$settings{contig}){

my %segHash=seqHash(%file);

for my $contigld(@{ $$settings{contig} }){
if($contigld=~/M-(.+)$/){

$contigld=$1;

push(@$revcom,1);

} else {push(@$revcom,0);}

die "Could not find contig $contigld in $file\n" if(!$seqHash{$contigld});
push(@$targetSeq,$seqHash{$contigld});

}

} else {

my $seqin=Bio::SeqlO->new(-file=>%file);
$targetSeq=[$seqin->next_seq];
$$settings{contig}=[map($_->id,@$targetSeq)];
}

# actually perform extraction

for(my $i=0;3i<@$targetSeq;$i++){

my $seq=$$targetSeq[$i];

my $rc=$$revcom[$i];

my $tmp=extractSeq($seq,$start,$rc,$settings);
push(@return,$tmp);

}

return \@return;

}

sub extractSeq{
my($targetSeq,$start,$revcom,$settings)=@_;

my $end=$3$settings{end}||$targetSeq->length;

my @feat=$targetSeq->get_SeqFeatures();

$start=1 if($start<l);

$end=S%targetSeq->length if($end>$targetSeq->length);
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print "Extracting and highlighting features in contig ".$targetSeq->id." from
$start to $end\n";

my $truncSeq=$targetSeq->trunc($start,$end);
$truncSeqg=%truncSeqg->revcom if($revcom);

my $seqlLength=%end-$start+1;

my $organism=($targetSeq->species)?

join(" ", $targetSeq->species->binomial):

join(" ","StrainXYZ");
$organism=$$settings{nameOfOrganism} if($$settings{nameOfOrganismy});
# add in the source feature
$truncSeqg->add_SegFeature(
Bio::SeqgFeature::Generic->new(

-start=>1,

-end=>$seqLength,

-primary=>'source’,

-tag=>{

organism=>%$organism,

12

)

);

# sort the features appropriately

@feat=sort {

return $b->location->start <=> $a->location->start if $revcom;
return $a->location->start <=> $b->location->start;

} @feat;

for my $feat(@feat){

my $subseqFeatStart=$feat->location->start-$start+1;
my $subseqFeatEnd=%feat->location->end-$start+1;
my $strand=%$feat->strand,;

if($revcom){
$subseqFeatStart=($end-$feat->location->start+1);
$subseqFeatEnd=($end-$feat->location->end+1);
($subseqgFeatStart,$subsegFeatEnd)=($subseqFeatEnd,$subseqFeatStart);
$strand=$strand*-1;

} else {

}
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next if( ($subsegFeatStart<1 && $subsegFeatEnd<1) I
($subseqgFeatStart>$seqlLength && $subseqFeatEnd>$seqlLength) );

my @gene=($feat->has_tag("gene"))?$feat->get_tag_values('gene’):();
print join("_",$subsegFeatStart,$subseqFeatEnd,$strand, @gene)."\n";
next if(ref($feat->location) ne "Bio::Location::Simple");
$subsegFeatStart=1 if($subseqFeatStart<1);
$subseqFeatEnd=$seqLength if($subseqFeatEnd>$seqlLength);
$feat->location->start($subseqFeatStart);
$feat->location->end($subsegFeatEnd);

$feat->strand($strand);

$truncSeg->add_SeqFeature($feat);

}

#$truncSeq->seq(lc($truncSeqg->seq)); # Ic the sequence so that it can be
highlighted

#highlightFeatures($truncSeq, $settings);

return $truncSeq;

}

sub highlightFeatures{

my($seq,$settings)=@_;

my $highlight=$$settings{highlight_type}||"uc";

# TODO return false if not a rich seq

for my $feat($seqg->get_SegFeatures){

next if($feat->primary_tag eq 'source’);
my($start,$end)=($feat->location->start,$feat->location->end);
if($highlight eq 'uc’{

my $firstPartOfTheSequence=($start>1)?$seq->subseq(l,$start-1):"";

my $lastPartOfTheSequence=($end<$seq->length)?$seq-
>subseq($end+1,$seqg->length):"";

my $sequence=%firstPartOfTheSequence.uc($seq-
>subseq($start,$end)).$lastPartOfTheSequence;

$seq->seq($sequence);
}
}
}

# makes a hash of sequences, given a fasta file
sub seqHash{
my $filename=shift;
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my($seqio,%seq);

if(-e $filename){
$seqio=Bio::SeqlO->new(-file=>$filename);

}

# sequence object

elsif(ref($filename)=~/seq/i) {

die ref($filename)." is not supported yet";

}

else{

die "Cannot determine the type of sequence for $filename";
}

while(my $seq=$seqio->next_seq){

my $id=$seq->id;

$seq{$id}=%seq;

# make a second key without genome info and zero padding
Sid=~s/.+?_0*/1;

$seq{$id}=%$seq;

}

return %seq;

}

sub usage{

"Usage: perl $0 -i inputGenomicFile -s start -e end

-i input file: the file extension dictates the format

-0 outfile

-s start coordinate. 1-based

-e end coordinate. 1-based

-C contig

put a negative sign in front of a contig to indicate revcom
you may have multiple -c args

-n name of organism (useful for genome browsers)

}
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Anexo 4.4

Sequéncias de referéncias construidas para o0s possiveis transcritos
alternativos E6/E7 do HPV 16. A regido de juncédo de splicing (RJS) esta destacada

de amarelo e os nucleotideos da juncéo de splicing em vermelho.
>191 409

ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC
CACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTATTAACT
GTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAAGAAAAGCAAAGACATCTGGACAAAAAGCAAAGATTCCAT
AATATAAGGGGTCGGTGGACCGGTCGATGTATGTCTTGTTGCAGATCATCAAGAACACGTAG
AGAAACCCAGCTGTAATCATGCATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTT
GCAACCAGAGACAACTGATCTCTACTGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGG
ATGAAATAGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACC
TTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCG
TACTTTGGAAGACCTGTTAATGGGCACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAAC
CATAA

>191 526

ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC
CACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATATCATCAAGAA
CACGTAGAGAAACCCAGCTGTAATCATGCATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGT
TAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATCTCTACTGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAG
GAGGAGGATGAAATAGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCCATTACAATAT
TGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAG
ACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGGGCACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCT
CAGAAACCATAA

>191 742

ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC
CACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATTGTGACTCTAC
GCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGG
GCACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCATAA

>221 409

ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC
CACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGC
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AAGCAACAGTTACTGCGACGTGTATTAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAAGAAAAGCAA
AGACATCTGGACAAAAAGCAAAGATTCCATAATATAAGGGGTCGGTGGACCGGTCGATGTAT
GTCTTGTTGCAGATCATCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGTAATCATGCATGGAGATAC
ACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATCTCTACTGTTATG
AGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGAA
CCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGTT
GTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGGGCACACTAG
GAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCATAA

>221 526

ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC
CACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGC
AAGCAACAGTTACTGCGACATCATCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGTAATCATGCATG
GAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATCTCTAC
TGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCAGCTGGACA
AGCAGAACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACGC
TTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGGGC
ACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCATAA

>221 742

ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC
CACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGC
AAGCAACAGTTACTGCGACTGTGACTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAG
ACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGGGCACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCT
CAGAAACCATAA

>226_409

ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC
CACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGC
AAGCAACAGTTACTGCGACGTGAGGTGTATTAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAAGAAA
AGCAAAGACATCTGGACAAAAAGCAAAGATTCCATAATATAAGGGGTCGGTGGACCGGTCGA
TGTATGTCTTGTTGCAGATCATCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGTAATCATGCATGGA
GATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATCTCTACTG
TTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCAGCTGGACAAG
CAGAACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACGCTT
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CGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGGGCAC
ACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCATAA

>226_526

ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC
CACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGC
AAGCAACAGTTACTGCGACGTGAGATCATCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGTAATCAT
GCATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATC
TCTACTGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCAGCT
GGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGACTC
TACGCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAA
TGGGCACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCATAA

>226_742

ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC
CACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGC
AAGCAACAGTTACTGCGACGTGAGTGTGACTCTACGCTTCGGTTGTGCGTACAAAGCACACA
CGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGGGCACACTAGGAATTGTGTGCCCCATCT
GTTCTCAGAAACCATAA

>EG+E7

ATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC
CACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGC
AAGCAACAGTTACTGCGACGTGAGGTATATGACTTTGCTTTTCGGGATTTATGCATAGTATA
TAGAGATGGGAATCCATATGCTGTATGTGATAAATGTTTAAAGTTTTATTCTAAAATTAGTG
AGTATAGACATTATTGTTATAGTTTGTATGGAACAACATTAGAACAGCAATACAACAAACCG
TTGTGTGATTTGTTAATTAGGTGTATTAACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAAGAAAAGCA
AAGACATCTGGACAAAAAGCAAAGATTCCATAATATAAGGGGTCGGTGGACCGGTCGATGTA
TGTCTTGTTGCAGATCATCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCTGTAATCATGCATGGAGATA
CACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATCTCTACTGTTAT
GAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGA
ACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGT
TGTGCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGGGCACACTA
GGAATTGTGTGCCCCATCTGTTCTCAGAAACCATAA
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Anexo 4.5

Sequéncias de referéncias construidas para 0s possiveis transcritos
alternativos E6/E7 do HPV 18. A regido de juncédo de splicing (RJS) esta destacada

de amarelo e os nucleotideos da juncédo de splicing em vermelho.

>233_416

ATGGCGCGCTTTGAGGATCCAACACGGCGACCCTACAAGCTACCTGATCTGTGCACGG
AACTGAACACTTCACTGCAAGACATAGAAATAACCTGTGTATATTGCAAGACAGTATTGGAA
CTTACAGAGGTGCCTGCGGTGCCAGAAACCGTTGAATCCAGCAGAAAAACTTAGACACCTTA
ATGAAAAACGACGATTTCACAACATAGCTGGGCACTATAGAGGCCAGTGCCATTCGTGCTGC
AACCGAGCACGACAGGAACGACTCCAACGACGCAGAGAAACACAAGTATAATATTAAGTATG
CATGGACCTAAGGCAACATTGCAAGACATTGTATTGCATTTAGAGCCCCAAAATGAAATTCC
GGTTGACCTTCTATGTCACGAGCAATTAAGCGACTCAGAGGAAGAAAACGATGAAATAGATG
GAGTTAATCATCAACATTTACCAGCCCGACGAGCCGAACCACAACGTCACACAATGTTGTGT
ATGTGTTGTAAGTGTGAAGCCAGAATTGAGCTAGTAGTAGAAAGCTCAGCAGACGACCTTCG
AGCATTCCAGCAGCTGTTTCTGAACACCCTGTCCTTTGTGTGTCCGTGGTGTGCATCCCAGC
AGTAA

>EG+E7

ATGGCGCGCTTTGAGGATCCAACACGGCGACCCTACAAGCTACCTGATCTGTGCACGG
AACTGAACACTTCACTGCAAGACATAGAAATAACCTGTGTATATTGCAAGACAGTATTGGAA
CTTACAGAGGTATTTGAATTTGCATTTAAAGATTTATTTGTGGTGTATAGAGACAGTATACC
CCATGCTGCATGCCATAAATGTATAGATTTTTATTCTAGAATTAGAGAATTAAGACATTATT
CAGACTCTGTGTATGGAGACACATTGGAAAAACTAACTAACACTGGGTTATACAATTTATTA
ATAAGGTGCCTGCGGTGCCAGAAACCGTTGAATCCAGCAGAAAAACTTAGACACCTTAATGA
AAAACGACGATTTCACAACATAGCTGGGCACTATAGAGGCCAGTGCCATTCGTGCTGCAACC
GAGCACGACAGGAACGACTCCAACGACGCAGAGAAACACAAGTATAATATTAAGTATGCATG
GACCTAAGGCAACATTGCAAGACATTGTATTGCATTTAGAGCCCCAAAATGAAATTCCGGTT
GACCTTCTATGTCACGAGCAATTAAGCGACTCAGAGGAAGAAAACGATGAAATAGATGGAGT
TAATCATCAACATTTACCAGCCCGACGAGCCGAACCACAACGTCACACAATGTTGTGTATGT
GTTGTAAGTGTGAAGCCAGAATTGAGCTAGTAGTAGAAAGCTCAGCAGACGACCTTCGAGCA
TTCCAGCAGCTGTTTCTGAACACCCTGTCCTTTGTGTGTCCGTGGTGTGCATCCCAGCAGTA
A
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Anexo 5.1

Esquema representativo do genoma do HPV demonstrando o gene em que
ocorreu a quebra para cada amostra de tumor cervical. As setas vermelhas
representam as amostras infectadas com HPV 16, setas azuis amostras com HPV

18 e a seta verde a amostra co-infectada.
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Anexo 5.2

Representacdo no cariotipo humano feminino demonstrando o cromossomo e o braco em que ocorreu a integracdo do genoma do HPV
para cada amostra de tumor cervical. As setas vermelhas representam as amostras infectadas com HPV 16, setas azuis amostras com

HPV 18 e a seta verde a amostra co-infectada.
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Anexo 5.3

Gréficos de cobertura por base da expressdo do genoma viral das amostras infectadas com HPV 16. As regides nucleotidicas
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Anexo 5.4

do genoma viral das amostras infectadas com HPV 18. As regides nucleotidicas

ao

Gréficos de cobertura por base da express
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Anexo 5.5

Gréficos de cobertura por base da expressdo do genoma viral da amostra co-infectada pelo HPV 16 e HPV18. As regibes

HPV16/18_1 (Expressdo HPV16)
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HPV16/18_ 1 (Expressdo HPV18)
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