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“You do not just wake up and become the butterfly. Growth is a process.” 
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RESUMO 

(Luchiari, H.R.) Novos ligantes peptídicos das oncoproteínas E6 e E7 de HPV 16: descoberta 

e aplicações no desenvolvimento de terapias para tumores induzidos por HPV. 2022. 126p. 

Tese (Doutorado) – Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas (Bioquímica). Instituto 

de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo.  

 

O papilomavírus humano (HPV) é responsável por aproximadamente 700 mil novos casos de 

câncer anualmente, além de muitas infecções assintomáticas que podem progredir para lesões 

benignas, pré-malignas e malignas. Apesar da alta eficácia da vacina profilática em prevenir a 

infecção, ela não possui efeito terapêutico e, até o momento, não existem fármacos específicos 

para o tratamento de indivíduos infectados pelo HPV. As oncoproteínas E6 e E7, codificadas a 

partir do genoma viral, são capazes de se ligar a diversos alvos celulares e são essenciais para a 

transformação e manutenção do fenótipo maligno na carcinogênese mediada pelo HPV. Sabe-se 

que estas proteínas não possuem similaridade com proteínas celulares e que seu silenciamento 

leva as células infectadas à apoptose, tornando-as alvos promissores para o desenvolvimento de 

novas terapias. Assim, o objetivo do presente trabalho foi identificar ligantes peptídicos das 

oncoproteínas E6 e E7 de HPV 16, o tipo viral mais prevalente nos tumores, que pudessem ser 

utilizados para o desenvolvimento de tratamentos específicos para a tumorigênese e infecção por 

HPV. Utilizando a tecnologia de phage display e bibliotecas construídas em nosso laboratório, 

foram encontradas sequências peptídicas inéditas que reconhecem E6 e E7. Os peptídeos 

selecionados contra a E6 mostraram-se altamente específicos e compartilharam um motivo central 

com características físico-químicas semelhantes, composto por resíduos ácidos flanqueados por 

resíduos hidrofóbicos. A ligação dos peptídeos ao bolso hidrofóbico da E6, reconhecido por 

diversos alvos celulares desta oncoproteína, foi validado por abordagens experimentais e análises 

in silico. Os peptídeos sintéticos foram testados em linhagens celulares de tumores HPV-positivos, 

mas não demonstraram capacidade de internalização ou efeito sobre a viabilidade celular. A 

ligação peptídeo-oncoproteína foi então utilizada para o desenvolvimento de um ensaio de 

varredura de banco de pequenos compostos, resultando em dois compostos com atividade sobre 

a viabilidade celular de linhagens tumorais HPV-positivas. Estes compostos podem ser otimizados 

para o desenvolvimento de inibidores de E6, além do próprio ensaio poder ser utilizado como base 

para a varredura de outros bancos de compostos. Ademais, as análises de docking e as 

simulações de dinâmica molecular evidenciaram novas interações entre o peptídeo identificado 

neste estudo e a E6, fornecendo ferramentas para o desenho racional de inibidores da 

oncoproteína. Estes achados contribuirão para a evolução do tratamento, visando beneficiar os 

milhares de pacientes que sofrem com lesões e tumores induzidos pela infecção por HPV.   

 

Palavras-chave: HPV. Oncoproteínas. Peptídeos. Câncer. Terapia.  



 
 

ABSTRACT 

(Luchiari, H.R.) New peptide binders for HPV16 E6 and E7 oncoproteins: identification and 

application in the development of therapies for HPV-induced tumors.  2022. 126p. PhD Thesis 

- Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

The Human papillomavirus (HPV) is responsible for almost 700,000 new cancer cases annually, 

and for many asymptomatic infections that can progress to benign, pre-malign and malign lesions. 

Although the prophylactic HPV vaccines can prevent new infections, it does not benefit already 

infected individuals and there is no specific treatment for them. The E6 and E7 oncoproteins, 

encoded by the viral genome, highjack several cellular targets and are essential to achieve and 

maintain the malignant phenotype in HPV-induced tumors. E6 and E7 have no homology with 

cellular proteins and its silencing can lead cells to apoptosis, making them optimal targets for the 

development of new therapies to fight HPV. Thus, the aim of this study was to identify inhibitory 

peptide ligands for E6 and E7 oncoproteins of the highly prevalent HPV 16 that can be useful for 

the development of new specific treatments for HPV tumorigenesis and infection. Using phage 

display technology and our own libraries, we found novel peptide binders for E6 and E7. Peptides 

selected against E6 were highly specific and shared a central motif with an acidic core flanked by 

hydrophobic residues. Also, the new E6 binders were able to bind to the hydrophobic pocket of the 

oncoprotein, previously described as the binding pocket for many cellular partners of E6. This result 

was validated by experimental and in silico approaches. Also, the novel peptides were tested in 

HPV-positive cancer cell lines, but they had no effects on cell viability. Thus, we developed a 

displacement screening platform based on the peptide-oncoprotein interaction to search for small 

compounds that bind to E6. Using this assay, we selected two compounds with effects on HPV-

positive cell lines viability that can be optimized to the development of new HPV-specific therapies. 

It can also be useful to the screening of other molecules to find potential binders for E6. Moreover, 

docking and molecular dynamic simulations shed light on novel interactions between our peptide 

and E6, providing tools for rational design of new drugs. We hope that this work brings contribution 

to the development of specific treatments to benefit patients that suffer from lesions and tumors 

induced by HPV infection.  

 

Keywords:  HPV. Oncoproteins. Peptides. Cancer. Therapy.  
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WNT  Wingless-Type MMTV Integration Site Family, proteína da família de sítios de 

integração MMTV tipo Wingless 

WST-1  Water-soluble tetrazolium salt – 1, sal tetrazólico solúvel em água  

x   vezes 

xg  G-force, força G (gravitacional)  

Zn2+   Íon zinco 

ZnSO4  Sulfato de zinco 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 O impacto da infecção pelo papilomavírus humano (HPV) e das 

patologias associadas  

A infecção por HPV é responsável por aproximadamente 700 mil novos casos 

de câncer anualmente, além de muitas infecções assintomáticas que podem progredir 

para lesões benignas, pré-malignas e malignas (DE MARTEL et al., 2020; SERRANO 

et al., 2018). Este vírus é o agente etiológico de virtualmente todos os cânceres de 

cérvice uterina, a quarta causa de morte por câncer entre as mulheres (SUNG et al., 

2021). Além da cérvice uterina, o HPV tem papel em outros cânceres anogenitais e 

de cabeça e pescoço (Tabela 1).  

 

Tabela 1 – Incidência mundial de casos de câncer totais e atribuíveis à infecção por HPV. 

Região anatômica Novos casos 
Atribuíveis à 

infecção por HPV 

Atribuíveis à infecção 

por HPV (%) 

Cérvice uterina 570.000 570.000 100% 

Orofaringe 140.000 42.000 30% 

Cavidade oral 280.000 5.900 2,1% 

Laringe 180.000 4.100 2,3% 

Ânus*  40.000 35.000 88%* 

Pênis 34.000 18.000 53% 

Vagina 18.000 14.000 78% 

Vulva 44.000 11.000 25% 

Fonte: DE MARTEL et al., 2020; *DE MARTEL et al., 2017.   

 

Os tipos virais que promovem a transformação maligna da célula são 

conhecidos como tipos de alto risco oncogênico (hr-HPV, high-risk Human 

Papilomavirus), enquanto outros HPV, denominados de baixo risco oncogênico, estão 

envolvidos na patogênese de neoplasias benignas, como verrugas genitais e a 
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papilomatose laríngea (SERRANO et al., 2018).  O HPV 16 é o tipo mais prevalente 

nas lesões malignas, seguido pelos tipos 18 e 31 (DE VUYST et al., 2009; WEAVER, 

2006). Aproximadamente 60% dos tumores de cérvice uterina são causados pelo HPV 

16, destacando a importância deste tipo viral na carcinogênese (SANJOSE et al., 

2018). 

Os HPV são majoritariamente transmitidos via contato físico direto. Os tipos 

virais que infectam o trato anogenital são transmitidos por contato sexual e estima-se 

que probabilidade de adquirir HPV até os 45 anos de idade tendo pelo menos um 

parceiro do sexo oposto é de 85% para as mulheres e 92% para os homens 

(CHESSON et al., 2014). Embora menos frequentes, as vias de transmissão digital-

genital, oral-genital e perinatal também devem ser consideradas (BURCHELL et al., 

2006).  A infecção por mais de um tipo viral é comum, sejam elas múltiplas infecções 

ou infecções sequenciais (KOPS et al., 2021).  

A imunidade natural contra HPV é variável, modesta e direcionada a um único 

tipo (STANLEY, 2012; WOO et al., 2008).  Felizmente, a maioria das infecções é 

resolvida pelo próprio organismo em até dois anos, e a falha na resolução da infecção 

é sabidamente o principal fator de risco para o desenvolvimento de tumores no colo 

uterino (CASTLE et al., 2009; MOSCICKI et al., 2014). Além da persistência, o tipo 

viral, a resposta imune do hospedeiro, e fatores comportamentais como tabagismo e 

uso prolongado de contraceptivos orais também são fatores de risco para o 

desenvolvimento de neoplasias (INTERNATIONAL COLLABORATION OF 

EPIDEMIOLOGICAL STUDIES OF CERVICAL CANCER et al., 2006; 2007). 
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1.2 O papilomavírus humano (HPV)  

O HPV é um vírus pequeno, não envelopado, com tropismo pelo epitélio 

queratinizado da pele e mucosas. São vírus altamente tecido- e espécie-específicos, 

cuja coevolução com o hospedeiro é uma característica marcante. Pertencem à 

família Papillomaviridae, com mais de 200 genótipos de HPV descritos, conhecidos 

como “tipos virais”. Eles são divididos em cinco gêneros: alfa, beta, gama, mu e nu, 

de acordo com a sequência da proteína principal do capsídeo, a L1 (Figura 1) (DE 

VILLIERS, 2013). 

Figura 1 – Classificação dos genótipos de HPV. 

 

Os HPV podem ser divididos nos gêneros alfa, beta, gama, mu e nu. O gênero alfa é dividido em tipos 
de baixo risco oncogênico cutâneos (marrom), mucosos (amarelo) e de alto risco oncogênico (rosa). 
Fonte: Modificado de DOORBAR et al., 2015. 
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Dentro do gênero alfa, os tipos virais podem ser subclassificados ainda em 

vírus de alto ou baixo risco oncogênico, de acordo com sua capacidade de promover 

a formação de neoplasias malignas (PIM; BANKS, 2010). Os tipos virais de alto risco 

oncogênico são HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 63, 73 e 82, 

enquanto os HPV 26, 53 e 66 são provavelmente oncogênicos. Os tipos 6, 11, 40, 42, 

43, 44, 54, 61, 70 e 81 foram classificados pela Agência Internacional de Pesquisa em 

Câncer (IARC, International Agency for Research on Cancer) como vírus de baixo 

risco oncogênico, relacionados a lesões benignas e verrugas (WILD; WEIDERPASS; 

STEWART, 2020).   

O material genético do HPV é DNA dupla-fita e seu genoma apresenta 

aproximadamente 8.000 pares de bases (pb). A figura 2 representa a organização 

genômica do HPV 16, protótipo dos vírus de alto risco oncogênico. O genoma é 

dividido em três regiões principais: a “LCR” (long control region, região longa 

controladora), “E” (early, precoce) e “L” (late, tardia).  A região “LCR” engloba a origem 

de replicação do genoma viral e possui sítios de ligação para diversos fatores de 

transcrição celulares e virais. Os genes “E” codificam seis proteínas e são conhecidos 

como “early” (precoces) por se expressarem no início da infecção: E1, E2, E4, E5, E6 

e E7. As proteínas do capsídeo, L1 e L2, são expressas apenas nas camadas mais 

diferenciadas do epitélio, sendo denominadas como “late” (tardias). Durante a 

infecção produtiva, a expressão dos genes precoces e tardios é altamente controlada 

a nível transcricional e de processamento de RNA por sítios alternativos de 

poliadenilação e splicing, acompanhando os estágios de diferenciação da célula 

infectada (SCHWARTZ et al., 2013).   
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Figura 2 – O genoma do HPV16. 

  
 

Representação esquemática do genoma do HPV 16, que pode ser dividido em região controladora 
(LCR), genes precoces (E1 a E7) e tardios (L1 e L2). Na parte superior da imagem, destaque para os 
sítios de ligação para fatores de transcrição celulares (SPI) e virais (E1, E2) presentes na LCR. PAE: 
sítio de poliadenilação precoce; PAL: sítio de poliadenilação tardio; p97: promotor precoce; p670: 
promotor tardio.  Fonte: modificado de BASUKALA; BANKS, 2021.  
 
 

 A infecção pelo HPV requer microtraumas no epitélio, que permitem que o vírus 

acesse a camada basal de células e inicie seu ciclo de infecção. A adsorção do HPV 

às células ocorre via interação da proteína L1 com proteoglicanas de heparan sulfato. 

O reconhecimento promove mudança conformacional no capsídeo viral e permite a 

ligação a um complexo receptor, mediando a internalização por endocitose. Através 

do sistema de tráfego intracelular, o DNA viral é direcionado ao núcleo, onde 

permanece na forma epissomal (AKSOY; GOTTSCHALK; MENESES; 2017). Como 

já pontuado, as proteínas “E” são as primeiras a serem expressas durante a infecção, 

levando à proliferação celular, manutenção e amplificação do genoma viral, bem como 

evasão do sistema imune e da indução de apoptose (Figura 3) (DOORBAR, 2005). 

Visto que a expressão dos genes virais é modulada pela diferenciação dos 

queratinócitos infectados, a expressão das proteínas “L”, as proteínas estruturais do 
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capsídeo, se dá apenas nas camadas celulares mais superiores, nas quais as 

partículas virais são montadas e liberadas com a descamação do epitélio, permitindo 

a infecção de outro hospedeiro. (GRAHAM, 2017). Ademais, a produção de L1 e L2 

apenas nas camadas mais diferenciadas contribui para a evasão do sistema imune, 

uma vez que estes queratinócitos constituem um local imunologicamente privilegiado. 

 

Figura 3 – A infecção pelo HPV.

 

Desenho esquemático do epitélio cutâneo (esquerda) e mucoso (direita) infectado pelo HPV, 
representando os eventos do ciclo de vida viral e as proteínas virais expressas nas diferentes camadas 
do epitélio (basal, suprabasal ou espinhosa, granular e córnea). Modificado de: DOORBAR, 2006. 
 

  

1.3 As proteínas precoces codificadas pelo HPV 

Uma vez no núcleo da célula infectada, o DNA do HPV é amplificado, transcrito 

e traduzido nas proteínas virais. A proteína E1 é a única enzima codificada pelo 

genoma do HPV, uma helicase dependente de ATP responsável pelo reconhecimento 

e abertura da origem de replicação viral e pelo recrutamento da maquinaria celular de 

replicação do DNA (BERGVALL; MELENDY; ARCHAMBAULT, 2013). Já a proteína 

E2 é um fator capaz de se ligar às regiões controladoras no genoma viral, funcionando 

como regulador transcricional. Participa também da replicação do genoma viral, uma 
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vez que colabora com E1 para iniciar a replicação (MCBRIDE, 2013). A expressão da 

proteína E4 ocorre nas camadas intermediárias e finais do epitélio, onde a sua 

principal ação é o rompimento da arquitetura dos filamentos de citoqueratina para 

facilitar a liberação das partículas virais (WANG et al., 2004).  

 A E5, por sua vez, é uma pequena proteína com três domínios transmembrana, 

encontrada na membrana de organelas como o retículo endoplasmático, o complexo 

de Golgi, o núcleo e os endossomos (DISBROW; HANOVER; SCHLEGEL, 2005; HU; 

CERESA, 2009). Sua ampla gama de efeitos reflete sua capacidade de se ligar a 

diversos alvos celulares, como o estímulo à proliferação pela ligação ao EGFR, a 

evasão do sistema imune pela modulação da localização celular do complexo principal 

de histocompatibilidade (MHC) e o escape à morte celular por apoptose pela ligação 

a proteínas sinalizadoras como FAS, BCL-2 e BAX, entre outros (ASHRAFI et al., 

2005; DIMAIO; PETTI, 2013).  

 Assim como E5, as proteínas E6 e E7 possuem muitos alvos celulares, sendo 

responsáveis pela manutenção da proliferação celular. Os genes de E6 e E7 são 

expressos sob regulação de um promotor precoce comum e seus produtos proteicos 

atuam de maneira cooperativa para orquestrar a divisão celular a favor da replicação 

viral (HELT; FUNK; GALLOWAY, 2002; MOODY; LAIMINS, 2010; YEO-TEH; ITO; JHA, 

2018).  

  

1.4 E6 e E7: as oncoproteínas dos hr-HPV e seus alvos celulares 

A E6 é uma proteína de aproximadamente 20kDa constituída por dois motivos 

do tipo dedo-de-zinco e, no caso dos hr-HPV, também apresenta um motivo carboxi-

terminal de ligação à domínios PDZ (PBM; PDZ-binding motif) (ZANIER et al., 2012). 

O alvo celular clássico de E6 é a proteína p53, supressor tumoral responsável pelo 
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controle do ciclo celular (SCHEFFNER et al., 1990). A p53 é ativada em resposta a 

sinais hiperproliferativos ou ao dano no DNA e impede a progressão do ciclo celular 

para permitir o reparo das lesões no DNA, além de estar envolvida na ativação de vias 

de apoptose. A E6 liga-se à uma ubiquitina ligase E6AP e então à p53, levando-a à 

degradação proteassômica. Assim, a célula infectada é capaz de continuar 

proliferando e de evitar a apoptose mesmo na presença de danos no DNA 

(SCHEFFNER et al., 1993).  

E6 ainda atua em outras proteínas da via apoptótica, como BAK, FADD e a pro-

caspase 8, modulando a expressão e atividade destas proteínas para impedir a morte 

celular (FILIPPOVA et al., 2007; FILIPPOVA; PARKHURST; DUERKSEN-HUGHES, 

2004; THOMAS; BANKS, 1999).  As vias de sinalização PI3K-AKT, WNT e NOTCH 

também são alvos da E6, cuja interferência leva ao atraso no comprometimento do 

queratinócito infectado com a diferenciação celular e à divisão celular descontrolada 

(CONTRETAS-PAREDES et al., 2009; LICHTIG et al., 2010; WEIJZEN et al., 2003). 

E6 também reativa a expressão de hTERT, a subunidade catalítica da telomerase, 

evitando assim que a célula entre em senescência replicativa por erosão dos 

telômeros (LIU et al., 2009; OH; KYO; LAIMINS, 2001).  

O motivo PBM presente na região carboxi-terminal das E6 dos hr-HPV pode 

reconhecer e se ligar a diversas proteínas com domínio PDZ, como hDLG e hSCRIB, 

desestabilizando a polaridade celular e as junções intercelulares para contribuir com 

o processo de carcinogênese (GARDIOL et al.,1999; THOMAS et al., 2005, 2016). E6 

também interage com IRF3, um fator regulador da expressão de interferon-beta, e 

com alvos relacionados ao estabelecimento do estado antiviral na célula e do 

reconhecimento por células do sistema imune inato, levando à evasão do sistema 

imune (POIRSON et al., 2022; RONCO et al., 1998). Diversas outras vias celulares 
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são desreguladas pela ligação das E6 dos hr-HPV a seus alvos, resultando em 

promoção da angiogênese por expressão de VEGF-A e desregulação metabólica, que 

favorece a captação de glicose (GANTI et al., 2016; LÓPEZ-OCEJO; 2000). Somada 

à alta captação de glicose promovida pela E6, a oncoproteína E7 também desvia o 

metabolismo celular para a glicólise aeróbia, promovendo o “efeito Warburg”, 

característico de células tumorais (ZWERSCHKE et al., 1999).  

 A E7, por sua vez, é uma fosfoproteína de aproximadamente 11kDa, formada 

por um motivo “dedo de zinco” carboxi-terminal e uma porção amino-terminal 

intrinsecamente desordenada, que confere plasticidade de ligação a seus alvos 

celulares (CALÇADA et al., 2013; GARCÍA-ALAI; ALONSO; DE PRAT-GAY, 2007; 

PHELPS et al., 1992). Ademais, o reconhecimento de seus ligantes depende também 

da fosforilação diferencial que esta sofre em seus domínios, variável durante a 

progressão do ciclo celular (MASSIMI; BANKS, 2000).  

As proteínas pRB, p107 e p130 são alvos importantes das E7 de hr-HPV, já 

que são uma família de proteínas supressoras tumorais, responsáveis por controlar a 

entrada no ciclo celular (HU et al., 1995). A desregulação proliferativa promovida por 

E7 se dá pela liberação dos fatores de transcrição da família E2F regulados por pRB, 

além de interagir com CUL2, uma ubiquitina-ligase que promove a degradação 

proteassômica de pRB (HUH et al., 2007). A proteína E7 também é capaz de interagir 

com complexos ciclina-CDK e com inibidores de CDK (CKI), como p21 e p27, 

favorecendo a divisão celular (FUNK et al., 1997; ZERFASS et al., 1995; ZERFASS-

THOME et al., 1996). Tais interações resultariam na ativação de p53, que por sua vez 

é inibida pela expressão de E6, evidenciando a ação cooperativa destas 

oncoproteínas em sequestrar a maquinaria de replicação viral e promover a 

proliferação celular.  
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 A instabilidade genômica instaurada pela expressão das oncoproteínas E6 e 

E7 é um importante mecanismo que leva ao acúmulo de diversas mutações nos 

cânceres induzidos por HPV, sendo as mais frequentes nos genes de PI3KCA, PTEN, 

HLA-A e B, nos genes dos componentes das vias de NOTCH1 e de RAS/EGFR/ERK. 

Por outro lado, p53 e pRB raramente apresentam mutações nestes tumores, em 

contraposição aos tumores HPV-negativos (CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 

2015; CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK et al., 2017). A E7 

também leva a defeitos no alinhamento dos cromossomos, que resulta em 

aneuploidias e erros de segregação mitótica (NGUYEN et al., 2007). Os mecanismos 

de reparo do DNA são igualmente danificados, com prejuízo da sinalização de 

ATM/ATR, bem como da recombinação homóloga por ligação à RAD51 (KADAJA et 

al., 2009; WALLACE et al., 2017).   

A E7 desencadeia a reprogramação epigenética da célula infectada, ao 

interagir com DNA-metiltransferases (DNMT), Histona-deacetilases (HDAC), Histona-

acetiltransferases (HAC) e Histona-demetilases (HDM), enzimas chave na regulação 

das marcas epigenéticas que controlam a expressão gênica (AVVAKUMOV; 

MYMRYK, 2003; BODILY; MEHTA; LAIMINS, 2011; BURGERS et al., 2007; 

MCLAUGHLIN-DRUBIN et al., 2011).  

Por fim, E6 e E7 contribuem com a transição epitélio-mesenquimal nos 

queratinócitos, favorecendo o fenótipo maligno e a invasão (D’COSTA et al., 2012; 

HELLNER et al., 2009). Assim, por meio das diversas interações com proteínas 

celulares, as oncoproteínas E6 e E7 partem de um evento pró-proliferativo que visa 

facilitar a amplificação viral do HPV e acidentalmente terminam por orquestrar a 

carcinogênese no epitélio infectado.  
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1.5 A persistência da infecção pelo HPV, a expressão das 

oncoproteínas e o desenvolvimento de neoplasias  

A persistência viral e o desenvolvimento de neoplasias no colo uterino estão 

intimamente relacionados à integração do DNA viral ao genoma do hospedeiro, evento 

esporádico que interrompe a infecção produtiva e a liberação de partículas virais 

(MÜNGER, 2016; OYERVIDES-MUÑOZ et al., 2018). Durante a integração, o gene 

E2 é rompido e perde sua atividade de regulador transcricional, levando ao aumento 

dos níveis de E6 e E7 na célula, antes sobre rígido controle de expressão por E2 

(MÜNGER et al., 2004). A expressão constitutiva das oncoproteínas facilita as 

interações proteicas descritas na sessão anterior, levando à instabilidade genômica, 

imortalização e transformação maligna das células infectadas.  

Nos carcinomas de colo uterino, o genoma do HPV-16 se integra em 75% dos 

casos, enquanto o genoma de HPV 18 encontra-se integrado ao DNA celular com 

frequência ainda maior (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK et al., 

2017). Nos tumores de cabeça e pescoço induzidos por HPV a integração é pouco 

frequente, apontando para um mecanismo ligeiramente diferente de carcinogênese, 

que envolve a expressão de E2, E4 e E5, além de E6 e E7 (THE CANCER GENOME 

ATLAS NETWORK, 2015; REN et al., 2020). 

A figura 4 resume a história natural do HPV no colo uterino. Enquanto menos 

de 20% das infecções persistem após um ano e continuam a serem resolvidas nos 

primeiros cinco anos após a infecção, menos de 5% das infecções persistentes 

progridem para lesões de alto grau, e menos de 1% destas, para carcinoma invasivo 

(FRANCO et al., 1999; MITCHELL et al., 1994; SKINNER et al., 2016).  

A vacina profilática contra HPV, disponível desde 2006, foi um marco na 

prevenção da infecção e uma esperança na redução da incidência das lesões 

precursoras e dos cânceres no colo do útero, visto a alta eficácia das vacinas quando 
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administradas em indivíduos que nunca tiveram contato com o vírus (DROLET et al., 

2019). Trata-se de uma vacina recombinante, construída a partir da proteína L1 de 

cada tipo viral que se organiza em VLPs (Virus-like particles, partículas semelhantes 

a vírus) (VILLA et al., 2005). Atualmente, três formulações estão aprovadas e 

disponíveis para uso clínico: a Cervarix®, da GSK, contra os tipos de HPV 16 e 18; a 

Gardasil®, contra os tipos 16, 18, 6 e 11, e a Gardasil-9®, que protege contra nove 

tipos virais, a saber: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, e 58, ambas comercializadas pela 

Merck, Sharp & Dohme. Desta maneira, as vacinas quadri e nonavalentes, além de 

evitar o desenvolvimento de tumores malignos associados a tipos virais específicos, 

também protegem contra a formação de verrugas genitais e laríngeas ao imunizar 

contra os tipos 6 e 11.  

 Apesar da alta eficácia na profilaxia da infecção por HPV, a cobertura vacinal 

mundial ainda está longe do ideal e muito discrepante entre países desenvolvidos e 

em desenvolvimento, com cobertura média global de aproximadamente 20% (BRUNI 

et al., 2021). Segundo o Ministério da Saúde, a cobertura total no Brasil em 2020 foi 

de 55%. É importante considerar que as vacinas profiláticas contra HPV não são 

eficazes como terapia em indivíduos infectados (VILLA, 2011). O tempo relativamente 

longo entre a infecção e o desenvolvimento de tumores malignos, que pode levar até 

30 anos, fornece uma janela de oportunidade para tratar a infecção por HPV antes do 

desenvolvimento de neoplasias (Figura 4). Porém, até o momento, não há abordagens 

terapêuticas específicas contra HPV aprovadas para uso clínico.     
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Figura 4 – Modelo conceitual da progressão da infecção por HPV no colo do útero. 

 

Representação do curso da infecção por HPV e sua progressão para lesões precursoras e câncer 
invasivo, com destaque para a evolução rara e lenta para neoplasia maligna e para as etapas onde 
pode haver regressão do quadro clínico. Fonte: modificado de SCHIFFMAN et al., 2016.  

  

 Neste cenário, E6 e E7 são alvos ideais para o desenvolvimento de abordagens 

terapêuticas, uma vez que o silenciamento de qualquer uma delas leva a célula 

infectada à senescência e apoptose (BUTZ et al., 2003; JUBAIR; FALLAHA; 

MCMILLAN, 2019). Além disso, E6 e E7 não possuem similaridade com nenhuma 

proteína celular, reduzindo a probabilidade de efeitos colaterais (MITTAL; BANKS, 

2017). A E6 também apresenta características físico-químicas e bolsos de ligação 

capazes de acomodar pequenas moléculas (ZANIER et al., 2014). Mesmo assim, as 

diversas tentativas de desenvolvimento de inibidores de E6 e E7 – peptídeos, 

anticorpos, compostos químicos – não resultaram em alternativas clinicamente viáveis 

até o momento (ACCARDI et al., 2005; CHITSIKE et al., 2021; DYMALLA et al., 2009; GUO 

et al., 2011; KARLSSON et al., 2015; LAGRANGE et al., 2007; VERACHI et al., 2018). 
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1.6 Busca de novos ligantes utilizando a tecnologia de phage 

display  

A tecnologia de Phage display é uma estratégia valiosa para a busca de ligantes 

peptídeos para qualquer alvo biológico, com as mais variadas aplicações em estudos 

funcionais, diagnóstico e terapia (TANG et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2021). Foi 

proposta por George P. Smith em 1985 e aprimorada para englobar a apresentação 

de diferentes bibliotecas peptídicas e anticorpos (GIORDANO et al., 2001; SMITH, 

1985; WINTER et al., 1994). Trata-se de uma técnica de clonagem cujo objetivo é 

expor pequenas sequências aleatórias de peptídeos (5 a 15 aminoácidos) no capsídeo 

de fagos filamentosos e utilizá-los como plataforma para encontrar motivos peptídicos 

que se liguem com alta especificidade a um alvo de interesse (Figura 5) (MICHALOSKI 

et al., 2016; SMITH; PETRENKO, 1997).   

O estudo de pequenos peptídeos derivados de análises combinatoriais para o 

desenvolvimento de fármacos tem sido explorado por suas vantagens frente a outras 

terapias, como menor custo para síntese química quando comparado a proteínas e 

anticorpos, alta especificidade e baixa toxicidade a órgãos e tecidos, tornando-os 

moléculas promissoras para o uso terapêutico (KASPAR; REICHERT, 2013; 

PASQUALINI et al., 2015; VLIEGHE et al., 2010). Por outro lado, muitas vezes ligantes 

peptídicos não apresentam propriedades farmacológicas favoráveis para aplicação 

clínica direta, mas podem servir como guia para a busca de pequenas moléculas 

capazes de mimetizar suas ligações, otimizadas para uso terapêutico. 
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Figura 5 – A tecnologia de Phage display. 

 

 
A seleção de ligantes por phage display é realizada pela imobilização do alvo em placas, incubação 
com a biblioteca de fagos, seguida de lavagem e recuperação dos fagos ligados. Após amplificação e 
precipitação, os fagos selecionados são novamente incubados com o alvo imobilizado, buscando 
amplificar as sequências ligantes. Ao final de dois a quatro ciclos de seleção, o DNA dos fagos é 
sequenciado para inferência das sequências peptídicas expostas pelos fagos selecionados. Fonte: 
modificado de  https://international.neb.com/products/e8110-phd-12-phage-display-peptide-library-

kit#Product%20Information. 

 

 Assim, neste projeto, foram utilizadas bibliotecas de phage display construídas 

em nosso laboratório para a busca de novos ligantes peptídicos para as proteínas E6 

e E7 que pudessem inibir a função destas proteínas durante a infecção por HPV. Visto 

que os tratamentos disponíveis para os tumores induzidos por HPV são invasivos e 

inespecíficos para a biologia do vírus, o desenvolvimento de inibidores de E6 e E7 

permitiria o manejo da infecção por HPV antes do estabelecimento da carcinogênese, 

com alta especificidade e baixa toxicidade, uma vez que agiria preferencialmente em 

células infectadas.  

  

https://international.neb.com/products/e8110-phd-12-phage-display-peptide-library-kit#Product%20Information
https://international.neb.com/products/e8110-phd-12-phage-display-peptide-library-kit#Product%20Information
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2. OBJETIVOS   

 

2.1 Objetivo Geral  

• Identificar e caracterizar novas moléculas inibidoras das oncoproteínas E6 e E7 

do vírus de alto risco oncogênico HPV 16 para o desenvolvimento de novas 

terapias para doenças causadas pelo papilomavírus humano. 

•  

2.2 Objetivos específicos  

• Identificar, pela tecnologia de Phage Display, peptídeos que se liguem às 

oncoproteínas E6 e E7 de HPV16; 

• Verificar se os peptídeos selecionados por Phage Display se ligam com 

especificidade às oncoproteínas E6 e E7 de HPV16;  

• Identificar, dentre os peptídeos mais promissores, o sítio de ligação nas 

oncoproteínas E6 e E7 e seu potencial para inibir a interação destas com seus 

alvos celulares;  

• Avaliar se os peptídeos selecionados apresentam efeitos antitumorais em 

linhagens celulares derivadas de tumores HPV-positivos; 

• Utilizar a interação fago-proteína para desenvolver um ensaio de busca de 

ligantes para a proteína E6 de HPV.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

3.1 Clonagem dos genes E6 e E7 para expressão em sistema 

bacteriano  

Os genes E6 e E7 do HPV 16 foram subclonados no vetor de expressão em 

procariotos pAE (RAMOS et al., 2004) a partir do vetor pBR322 contendo o genoma 

completo do HPV16, cedido pela Dra. Laura Sichero. Para isso, as sequências 

genômicas de E6 e E7 foram individualmente amplificadas utilizando-se 

oligonucleotídeos específicos (Tabela 2) para promover adição dos sítios de restrição 

para as enzimas XhoI e HindIII à montante e à jusante dos genes de interesse, 

respectivamente. A reação de PCR foi realizada com o mix de enzima de alta 

fidelidade KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Hoffmann-La Roche, Basileia, Suíça) 

contendo 0,5 nM de cada oligonucleotídeo e 2 ng de DNA sob as condições de 

ciclagem: 95 °C por 3 min, 30 ciclos de 98 °C por 20 s, 65 °C por 15 s e 72 °C por 30 

s, seguidos de uma extensão final a 72 °C por 5 min. Os fragmentos de DNA 

amplificados foram confirmados por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Após a 

amplificação, os fragmentos foram purificados com o kit PCR purification kit (QIAGEN, 

Hilden, Alemanha) seguindo as recomendações do fabricante e digeridos com as 

enzimas XhoI e HindIII (Fermentas®, ThermoFisherScientific, MA, EUA). O vetor pAE, 

por sua vez, foi transformado por eletroporação (2,5 kV) na cepa bacteriana DH10B 

(GRANT, BLOOM, HANAHAN, 1990) e plaqueado em LB ágar (Invitrogen®, 

ThermoFisherScientific, MA, EUA) contendo 50 µg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich, 

MO, USA) para seleção, e incubado por 16h em estufa a 37 °C. Uma colônia foi 

recuperada e adicionada a 5 mL de meio LB (Sigma-Aldrich, MO, USA) contendo 50 

µg/mL de ampicilina, incubado em shaker a 37 °C, 250 rpm, por 16 h. Após este 

período, a cultura bacteriana saturada foi centrifugada a 6.800 xg por 3 min e o pellet 
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foi utilizado para preparação plasmidial em pequena escala pelo kit QIAGEN Plasmid 

Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha) seguindo as recomendações do fabricante. A 

purificação do vetor foi verificada por eletroforese e o vetor foi digerido com as 

mesmas enzimas que os insertos, a saber XhoI e HindIII, e desfosforilado com 

fosfatase alcalina (Hoffmann-La Roche, Basiléia, Suíça), seguindo as recomendações 

do fabricante. Vetor e insertos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

1,2% e sua quantidade foi estimada por comparação ao marcador de peso molecular 

Gene Ruler 1kb plus (ThermoFisher Scientific, MA, EUA). A reação de ligação se deu 

pela enzima T4 DNA ligase (ThermoFisher Scientific, MA, EUA) seguindo as 

recomendações do fabricante, testada nas proporções molares inserto:vetor 1:1, 3:1 

e 5:1. As reações de ligação foram imediatamente transformadas por eletroporação 

na cepa de eletrocompetente de E. coli DH10B, recuperadas em 1 mL meio SOC (2 

% triptona, 0,5% extrato de levedura, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 20 mM MgSO4, 20 

mM glicose) e cultivadas por 30 min a 37 °C. Após este período, cada uma das 

condições foi individualmente plaqueada em LB-ágar contendo 50 µg/mL de ampicilina 

e incubadas a 37 °C por 16 h. Como controle negativo, o vetor pAE digerido e 

desfosforilado foi submetido às mesmas etapas de ligação e transformação, na 

ausência de insertos. Para confirmar o sucesso da clonagem, as colônias foram 

individualmente recuperadas por diluição em LB 10% glicerol em placas com fundo 

em “U” e submetidas a reações de PCR com 0,2 mM dos primers T7-Fw e T7-Rv 

(Tabela 2), 0,2 mM de dNTP, 1,5mM de MgCl2, 0,25 µl enzima Taq Platinum 

(ThermoFisher Scientific, MA, EUA) e seu respectivo tampão. Os fragmentos 

amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e cinco clones 

com tamanho esperado para cada gene (655 pb para pAE:E6 e 475 pb para pAE:E7) 

foram sequenciados pelo método de Sanger com o reagente BigDye Terminator v3.1 
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Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific, MA, EUA) em plataforma ABIPRISM® 

3130xl GeneticAnalyzer (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) utilizando os mesmos 

primers T7, a fim de excluir possíveis mutações ou alterações no passo de leitura dos 

genes de interesse.  

 

3.2 Expressão heteróloga das oncoproteínas virais E6 e E7 

Para expressão heteróloga de E6 e E7, o DNA plasmidial das construções pAE:E6 

e pAE:E7 foi amplificado e purificado via preparação plasmidial como já descrito. Após 

quantificação por método espectrofotométrico (Nanodrop 2000™, Thermo Fisher 

Scientific, MA, USA), 100 ng de cada vetor foi individualmente transformado por 

eletroporação na cepa de expressão E. coli Rosetta™ pLysS, recuperados em 1 mL 

meio SOC e plaqueados em LB-ágar contendo 50 µg/ml de ampicilina para cultivo a 

37 °C por 16 h. As colônias foram transferidas para meio LB líquido contendo 50 µg/ml 

de ampicilina e cultivadas a 37 °C, 200 rpm, por 16 h. A partir do pré-inóculo, as 

bactérias foram cultivadas em maior volume para induzir a expressão heteróloga dos 

genes de interesse por adição de 0,4 a 1 mM de Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida 

(IPTG; Thermo Fisher Scientific, MA, USA) na densidade óptica (D.O.) de 0,6. 

Alíquotas de 1 mL foram coletadas no início da indução e o volume das seguintes 

alíquotas foi normalizado de acordo com a D.O., para posterior análise em gel de 

poliacrilamida a fim de estabelecer o tempo ideal para expressão, bem como verificar 

a solubilidade das proteínas expressas. Para o teste de solubilidade, as células foram 

lisadas por choque térmico com 5 ciclos de gelo-seco – banho-maria a 37 ˚C seguidos 

de centrifugação a 13.000 x g por 10 min a 4 ̊ C. O sobrenadante foi considerado como 

a fração solúvel, enquanto o pellet recuperado foi solubilizado em 8 M Ureia para 

recuperação da fração proteica insolúvel. A expressão e a solubilidade das proteínas 
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foram analisadas por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15%. A expressão de E6 

no vetor pAE também foi testada na cepa de E. coli ArcticExpress (Agilent 

Technologies, CA, USA), induzida com 1 mM de IPTG na D.O. de 0,5 e se deu a 13 

°C por 24 h, conforme recomendado para esta cepa. A coleta das alíquotas para 

análise de expressão e solubilidade se deu como descrito anteriormente. O plasmídeo 

pGEX-2T contendo a construção para expressar a proteína E6 fusionada à GST (GST-

E6), cedido pelo Dr. Lawrence Banks, foi sequenciado pelo método de Sanger como 

descrito anteriormente com primers específicos (Tabela 2) para confirmar a sequência 

e o quadro de leitura do gene de fusão GST-E6. Após eletroporação seguida de 

amplificação e purificação na cepa DH10B, foi introduzido na cepa E. coli Rosetta™ 

pLysS também por eletroporação e sua expressão foi otimizada nas seguintes 

condições: adição de 0,4 mM de IPTG na D.O de 0,5 e incubação a 25 °C, 200 rpm, 

por 6 h. A proteína GST também foi produzida em E. coli Rosetta™ pLysS a partir do 

vetor pGEX-6P-1 (Sigma-Aldrich, MO, EUA), com indução por 0,4 mM de IPTG a 37 

°C, 200 rpm, por 3 h, pela mesma metodologia descrita.  

 

3.3 Purificação das proteínas E6, E7, GST e GST-E6, por 

cromatografia de afinidade  

A proteína E6, expressa a partir do vetor pAE:E6, foi purificada em sua forma 

insolúvel utilizando-se um protocolo para purificação de corpos de inclusão. 

Brevemente, após 4 h de expressão, a cultura de bactérias foi centrifugada a 5.000 x 

g por 10 min e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido em tampão 

de lise (20 mM Tris-base pH 8,0, 500 mM KCl, 5 mM β-mercaptoetanol) e submetido 

à lise por sonicação (Output control = 45; Duty cycle = 35; tempo = 4 min). Após a lise, 

foram adicionados um coquetel de inibidores de protease comercial (#P2714; Sigma-
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Aldrich, MO, EUA) e 1 mM de PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), incubados por 5 

min antes de proceder à centrifugação a 7.000 x g por 30 min. Após a centrifugação, 

o sobrenadante foi descartado e o pellet, lavado em tampão de lavagem I (100 mM 

Tris-base pH 8,0, 5 mM EDTA, 1 M Ureia, 5% Triton X-100) por duas vezes e em 

tampão de lavagem II (100 mM Tris-base pH 8,0, 1 M Ureia) por duas vezes, sempre 

centrifugado a 7.000 x g por 30 min entre as lavagens para separação entre pellet e 

sobrenadante, este último sempre descartado. Após a última lavagem, o pellet foi 

ressuspendido em 1 mL de tampão de solubilização (20 mM Tris-base pH 8,0, 100 

mM KCl, 5 mM β-mercaptoetanol, 8 M Ureia). Alíquotas de 20 µL foram recuperadas 

em cada etapa para análise por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15%. Após a 

purificação, a proteína E6 foi submetida a dois protocolos de enovelamento: por diálise 

seriada para remoção gradual de ureia e por diluição infinita. O enovelamento por 

diálise seriada se deu pela diluição da proteína para 0,2 mg/mL seguida de diálise em 

membrana de 3.500 MWCO (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) em 2 L de Tampão 

Intracelular (TPI: 5mM de KH2PO4, 2mM MgCl2, 10mM NaCl, 110mM KCl, pH 7,2) 

contendo 4 M de ureia à TA. Após duas e quatro horas do início da diálise, foram 

realizadas substituições de metade do tampão pelo mesmo tampão sem ureia, a fim 

de reduzir pela metade a quantidade de Ureia presente. A seguinte etapa de 

substituição para 0,5 M de ureia foi realizada na câmara fria a 6 °C por 12 h. O 

enovelamento proteico por diluição infinita se deu pela diluição lenta de 100 µl de 

proteína a 1 mg/mL em 100 mL de TPI à TA. Para isso, 5 µl por vez do corpo de 

inclusão contendo a proteína E6 eram adicionados ao volume total de tampão sob 

agitação magnética. Ao final, a solução contendo proteína e tampão diluídos foram 

incubados a 4 °C por 16 h. Então, foram centrifugadas a 5.000 xg por 10 min, com 

separação do sobrenadante e do pellet formado, que foram analisados por SDS-
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PAGE em gel de acrilamida 15%. A proteína E7, expressa em fusão à cauda de poli-

histidina proveniente do vetor pAE, foi purificada na forma solúvel por cromatografia 

de afinidade por Ni2+ (Ni-NTA Agarose, Qiagen, Hilden, Alemanha). Já as proteínas 

GST e GST-E6 foram purificadas por cromatografia de afinidade por glutationa 

(Glutathione HiCap Matrix, Qiagen, Hilden, Alemanha). Em todos os casos, partiu-se 

de 100 mL de cultura saturada e foram seguidas as recomendações dos fabricantes 

das resinas. As proteínas foram eluídas em frações de 0,5 mL e analisadas por SDS-

PAGE em gel de poliacrilamida 15%. As frações contendo proteína foram dialisadas 

contra TPI, mantendo-se sempre a concentração final do agende redutor 10 mM β-

mercaptoetanol, e analisadas novamente por SDS-PAGE. Após quantificação pelo 

método de Bradford utilizando-se o reagente Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent 

Concentrate (Bio-rad Laboratories, CA, EUA), as proteínas foram armazenadas a - 80 

°C até sua utilização nos ensaios.  

 

3.4 Otimização do protocolo de expressão e purificação da 

proteína GST-E6  

Para otimização da produção de GST-E6, adicionado 0,1 mM de ZnSO4 ao meio 

de cultura no momento da indução da expressão por IPTG. Alíquotas foram coletadas 

para verificar a expressão e a solubilidade da proteína recombinante. Para a análise 

da solubilidade, alíquotas foram processadas como já descrito. A expressão e a 

solubilidade das proteínas foram analisadas por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 

12%. Confirmada a expressão, as bactérias foram rompidas por sonicação, 

centrifugadas, e o sobrenadante foi submetido à purificação em coluna de glutationa 

(Glutathione HiCap Matrix, Qiagen, Hilden, Alemanha). Além de ser adicionado 

imediatamente após a lise, adicionou-se inibidor de protease (#8465, Sigma-Aldrich, 
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MO, USA) também ao tampão de eluição da coluna (50 mM de Tris-Cl, 400 mM NaCl, 

50 mM de glutationa reduzida, 0,1% Triton X-100, 10 mM de β-mercaptoetanol). Após 

a purificação, a proteína foi dialisada contra TPI, mantendo-se sempre 10 mM β-

mercaptoetanol. Após a diálise, foi adicionado 1 mM de EDTA, 10% de glicerol e 

inibidor de protease. As frações resultantes foram analisadas por SDS-Page em gel 

de poliacrilamida 12%, quantificadas pelo método de Bradford, congeladas em gelo-

seco e armazenadas a -20°C até o momento dos ensaios.  

 

3.5 Ensaio de detecção das proteínas E6 e E7 com anticorpos 

específicos por F-LISA (Fluorescence-linked immunosorbent assay)  

As proteínas GST-E6 e E7 recombinantes foram imobilizadas (1 µg / poço) 

individualmente em placa high-binding a 4 °C por 16 h e bloqueadas com 200 µl de 

Odyssey Blocking Buffer PBS (LI-COR Biosciences, NE, USA) por 2 h à TA. Os 

anticorpos anti-E6 e anti-E7 de HPV 16 (anti-16E6 e anti-16E7) produzidos em 

camundongo foram cedidos pela Arbor Vita (Arbor Vita Corporation, CA, USA) e 

utilizados nas diluições 1:400 e 1:200. Como controle, foi utilizada IgG de camundongo 

(10 µg/mL, #I5381, Sigma-Aldrich, MO, USA). Os anticorpos foram diluídos em PBS 

10% Odyssey Blocking Buffer e incubados em volume final de 50 µl por poço em 

duplicatas por 1 h à 37 °C. Para a detecção, foi utilizado o anticorpo secundário 

marcado IRDye® 680LT Donkey anti-Mouse IgG Secondary (LI-COR biosciences, NE, 

USA) diluído 1:500 em PBS 10% Odyssey Blocking Buffer, incubado por 1 h à 37 °C 

protegido da luz. Para controle positivo do anticorpo secundário, 1 µg / poço de IgG 

de camundongo foi imobilizada e bloqueada como descrito para GST-E6. A detecção 

foi realizada no leitor infravermelho Odyssey Image System, utilizando-se o software 

do produto (LI-COR biosciences, NE, USA).  
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3.6 Biotinilação de E7 e GST e detecção por F-LISA  

As proteínas E7 e GST foram biotiniladas com o reagente EZ-Link™ NHS-LC-

Biotin (ThermoFisher Scientific, MA, USA), seguindo as recomendações do fabricante. 

Em seguida, foram dialisadas contra TPI, quantificadas e analisadas por eletroforese 

em gel de poliacrilamida. A confirmação da biotinilação foi realizada por F-LISA nas 

proteínas imobilizadas (0,5 µg/poço) individualmente em placa high-binding a 4 °C por 

16 h e bloqueadas com 200 µl de Odyssey Blocking Buffer PBS (LI-COR Biosciences, 

NE, USA) por 2 h à TA.  Após lavagem com PBS, a detecção foi realizada pela adição 

da estreptoavidina marcada IRDye® 680LT Streptavidin (LI-COR Biosciences, NE, 

USA) diluída 1:500 em PBS 10% Odyssey Blocking Buffer, incubada por 1 h à 37 °C 

protegido da luz. A leitura se deu em Odyssey Image System, utilizando-se o software 

do produto (LI-COR Biosciences, NE, USA). Como controle positivo, utilizou-se o 

anticorpo biotinilado Anti-Fd (#B2661, Sigma-Aldrich, MO, USA) e para os controles 

negativos, as próprias proteínas não marcadas.   

 

3.7 Seleção de peptídeos ligantes de GST-E6 e E7 de HPV 16 por 

Phage display 

3.7.1 Panning contra proteínas imobilizadas em placa com recuperação dos 

fagos por eluição ácida  

As proteínas GST-E6 e GST (1 µg / poço) foram individualmente imobilizadas 

em triplicatas em placas high-binding de 96 poços (#3590, Corning®, NY, USA) por 

16 h a 4 °C. Procedeu-se o bloqueio com TPI 3% BSA (Albumina Sérica Bovina, 

Sigma-Aldrich, MO, USA) por 2 h à TA e incubação com 2x109 unidades transdutoras 

(TU, do inglês transducing units) de fagos das bibliotecas de peptídeos aleatórios 

construídas no Laboratório de Bioquímica Combinatorial do Instituto de Química – 
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IQ/USP (BEPPLER et al., 2016; MICHALOSKI et al., 2016). A biblioteca X6 (X = 

aminoácidos aleatórios) possui 6 aminoácidos aleatórios na forma linear, enquanto a 

biblioteca CX8C (C = cisteínas, X = aminoácidos aleatórios) apresenta 8 aminoácidos 

aleatórios e é circularizada por pontes dissulfeto entre as duas cisteínas das 

extremidades. As bibliotecas foram primeiramente incubadas com GST, a fim de 

sequestrar os fagos ligantes desta proteína. Após 2 h, o sobrenadante contendo os 

fagos que não se ligaram à GST foi retirado dos poços e adicionado aos poços 

contendo GST-E6, onde foram incubados por 2 h à TA. Após a lavagem com TPI para 

remoção de outros ligantes inespecíficos, a eluição dos fagos ligados se deu pela 

adição de 50 µl de tampão glicina 0,2 M, pH 2,2, por 5 min seguido de neutralização 

da solução por 8 µl de Tris 1 M, pH 9,1. Então, a solução neutralizada foi incubada 

com E. coli K91kan em DO ≈ 2,0 para recuperação dos fagos, que foram cultivados 

meio LB líquido contendo 50 µg/ml de canamicina e 20 µg/ml de tetraciclina – 

resistência conferida pela infecção com os fagos – a 37 °C, 200 rpm, por 18 h. Os 

fagos foram purificados do sobrenadante da cultura pelo método PEG/NaCl 

(GIORDANO et al., 2001) e ressuspendidos em PBS. As triplicatas foram combinadas 

e clarificadas novamente contra GST antes da exposição à GST-E6 imobilizada em 

triplicata. Da mesma maneira, mais dois ciclos de seleção foram realizados. Após o 

último ciclo, os fagos eluídos com tampão glicina e recuperados por infecção 

bacteriana foram diluídos e plaqueados em LB-ágar contendo 50 µg/ml de canamicina 

e 40 µg/ml de tetraciclina para inferência do número de TU de fagos recuperados e do 

enriquecimento entre os ciclos. A partir das colônias formadas, os fagos foram 

armazenados em LB 10% glicerol e utilizados para reação de PCR de colônia seguido 

de análise por eletroforese em gel de agarose e sequenciamento. A reação de PCR 

de colônia com os oligonucleotídeos PhagePCR-F2 e PhagePCR-R1 (Tabela 2). A 
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PCR foi realizada com a enzima Taq DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific, MA, 

EUA), Buffer 10X, 2,5 mM de MgCl2, 0,5 nM de dNTPs, 0,5 nM de cada 

oligonucleotídeo, 20% de DMSO e 1 µl de DNA recuperado das colônias e diluído 

1:100 em PBS. A ciclagem realizada consistiu em 94 °C por 3 min, 35 ciclos de 94 °C 

por 10 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por 1 min, e uma extensão final de 72 °C por 3 min. 

Os fragmentos amplificados, de aproximadamente 450 pb, foram visualizados em gel 

de agarose 1,5%. O produto da reação de PCR foi utilizado para sequenciamento pelo 

método de Sanger com BigDye Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher 

Scientific, MA, EUA) em plataforma ABIPRISM® 3130xl Genetic Analyzer (Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA). Por meio do sequenciamento da região flanqueadora da 

biblioteca inserida no DNA do fago, determinou-se a sequência do peptídeo obtidos 

após seleção por phage display.  

3.7.2 Panning contra proteínas em solução.  

Para a proteína E7, a seleção de ligantes mais promissora foi feita em 

suspensão, utilizando-se a estratégia de phage display em solução com captura por 

beads magnéticas. Para tal, 0,2 µg de E7 biotinilada foram individualmente incubados 

com 5 µl de cada uma das bibliotecas (X6 ou CX8C – 2x109 TU/µL) em volume final 

de 50 µl em TPI  3% BSA à TA por 1 h sob gentil rotação. Em seguida, 10 µl de beads 

magnéticas (Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin T1, Thermofisher Scientific, MA, 

USA) previamente bloqueadas com BSA foram adicionados à solução e incubadas 

por 15 min sob gentil rotação. Como controle, os fagos também foram incubados 

apenas com BSA e submetidos ao mesmo procedimento. As beads foram imantadas 

com o DynaMag™-2 Magnet (Thermofisher Scientific, MA, USA) para realização das 

lavagens. Foram realizadas 10 lavagens, sendo 7 delas com TPI 0,1% tween 20, 2 

com TPI 3% BSA e uma somente com TPI. A E7 ligada nas beads foi ressuspendida 
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em 50 µl de TPI e infectada com 200 µl E. coli K91kan na DO ≈ 2,0. As demais etapas 

de plaqueamento, crescimento bacteriano e purificação dos fagos foram realizadas 

como descrito anteriormente. Foram realizados 4 ciclos de seleção, PCR de colônia 

dos fagos recuperados por infecção bacteriana e o sequenciamento dos 3º e 4º ciclos 

de seleção como descrito.  

 

3.8 Análise da especificidade de ligação dos peptídeos 

selecionados às proteínas  

Os fagos selecionados na etapa de panning foram utilizados em ensaios de 

ligação às oncoproteínas GST-E6 e E7 a fim de confirmar a especificidade da 

interação. Após o sequenciamento de DNA e seleção dos fagos a serem testados, 

estes foram amplificados a partir do estoque de LB-glicerol e purificados pelo método 

de PEG/NaCl. Os fagos amplificados foram diluídos, submetidos à PCR e 

sequenciamento para confirmação da sequência obtida, e titulados para inferência das 

unidades transdutoras (TU).  

3.8.1 Ensaio de ligação de fagos às proteínas imobilizadas em placa.  

As proteínas GST-E6 e E7 foram individualmente imobilizadas em placas high- 

binding de 96 poços por 16 h a 4 °C. Para ensaios com GST-E6, foram imobilizados 

também GST e BSA como proteínas-controle, e para E7, apenas BSA. Os poços 

foram bloqueados com TPI 3 % BSA por 2 h à TA e incubados com 109 TU de cada 

fago a ser testado ou 109 TU do fago Fd-tet (selvagem) por 2 h à TA. Os fagos foram 

cultivados em LB-ágar e quantificados por contagem de colônia, com valores 

expressos em TU.   
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3.8.2 Ensaio de ligação de fagos à proteína em solução.  

Incubou-se em solução 108 ou 109 TU dos fagos-teste ou do Fd-tet com 0,1 µg 

de E7, com Sintrofina (proteína-controle contendo cauda de histidina) ou com apenas 

BSA em TPI 3 % BSA. A proteína E7, o controle Sintrofina ou BSA foram incubadas 

com 5 µl de beads magnéticas de histidina (#10103, Thermofisher Scientific, MA, USA) 

por 15 min e imantadas para 10 lavagens com TPI 0,1% tween 20, TPI 3% BSA e TPI. 

A infecção e plaqueamento foram realizados como já descritos no ensaio de ligação 

em placa.  

3.8.3 Curva de titulação de fagos  

As proteínas GST e GST-E6 foram individualmente imobilizadas (1 µg / poço) 

em placa high-binding a 4 °C por 16 h, em seguida bloqueadas por 2 h com TPI 3% 

BSA. Diferentes concentrações de fagos individuais ou o fago controle Fd-tet (de 105 

a 109 TU) foram adicionadas aos poços bloqueados, sendo incubadas por 2 h à TA. 

Após 10 lavagens com TPI, os fagos foram recuperados, diluídos e plaqueados como 

descrito anteriormente. O número de colônias foi utilizado para inferência do número 

de TU recuperados, estabelecendo-se a melhor concentração de fagos para 

maximizar a diferença entre ligante e controle para os ensaios de competição.   

3.8.4 Ensaio de competição de fagos com proteínas em solução pela ligação 

com GST-E6 imobilizada em placa  

A GST-E6 foi imobilizada (1 µg/poço) em placa high-binding a 4 °C por 16 h, 

bloqueadas com TPI 3% BSA por 2 h à TA e incubadas com 108 TU de fagos com 5 

vezes de excesso molar de GST ou GST-E6 em duplicata. Após 2 h, os poços foram 

lavados 10 vezes com TPI e os fagos, recuperados por infecção bacteriana. As 

diluições e o plaqueamento foram realizados como descrito anteriormente para os 

ensaios de ligação.   
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3.8.5 Ensaio de competição de fagos com anticorpos em solução pela ligação 

à GST-E6 imobilizada em placa  

A proteína GST-E6 foi imobilizada e bloqueada com TPI 3 % BSA por 2 h à TA 

e então incubada com 108 TU de fagos com anti-16E6 ou IgG de camundongo nas 

mesmas concentrações utilizadas na padronização do F-LISA (20 µg/ml) em duplicata. 

Como controle da ligação do fago à GST-E6, foi utilizada GST imobilizada em placa, 

submetida às mesmas condições. Após 2 h à TA, os poços foram lavados 10 vezes 

com TPI e os fagos que permaneceram ligados, recuperados por infecção bacteriana. 

O plaqueamento e contagem de colônias foi realizado como descrito anteriormente. 

 

3.9 Peptídeos sintéticos  

As sequências peptídicas previamente selecionadas e validadas nos ensaios por 

sua ligação à porção E6 da proteína de fusão GST-E6 foram encomendadas na forma 

de peptídeos sintéticos (95% de pureza, Chinese Peptide Company, Ltd., China). Os 

peptídeos sintéticos foram solubilizados em DMSO e posteriormente diluídos em 

tampão salino-fosfato (PBS: 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 138 mM NaCl, 8 mM 

Na2HPO4, pH 7,2) para a realização dos ensaios de competição destes com os fagos 

pela ligação à E6. Para tal, a proteína GST-E6 purificada foi imobilizada em placas de 

96 poços, bloqueada com BSA (Bovine Serum Albumine, Sigma-Aldrich, MI, EUA) e 

incubada com solução contendo 107 ou 108 unidades transdutoras (TU) de fagos e 

peptídeos em diversas concentrações. Como controles, foram utilizados o fago Fd-tet 

(sem inserto peptídico no capsídeo), um peptídeo não-relacionado (CARAC), a 

proteína BSA imobilizada, e fagos com apenas veículo (PBS com DMSO). Após 2 h 

de incubação, os poços foram lavados vigorosamente com PBS e os fagos ligados à 

GST-E6, recuperados por infecção bacteriana pela cepa de E. coli k91kan. As 

bactérias infectadas foram então plaqueadas em placas de LB-ágar contendo 
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canamicina (50 µg/ml) e tetraciclina (40 µg/ml) e incubadas a 37 °C por 16 h para 

contagem do número de colônias e inferência do número de TU recuperadas. 

 

3.10 Análise do sítio de ligação dos peptídeos à E6  

3.10.1  Deleções de domínios da E6  

Foram realizadas deleções gênicas nos vetores de expressão heteróloga de E6 

e GST-E6, de maneira remover as sequências codificantes do C-terminal (Δ 1-80), N-

terminal (Δ 81-151; C81->S) e do motivo de ligação à PDZ (PBM; Δ 145-151). Os 

vetores produzidos foram sequenciados para confirmar as deleções e garantir a 

correta matriz de leitura dos fragmentos da proteína. Após amplificação, os vetores 

foram inseridos na cepa bacteriana RIL, otimizada para expressão heteróloga de 

genes eucariotos por possuir plasmídeos para produção de tRNAs comuns em 

eucariotos (KLEBER-JANKE, BECKER, 2000). A expressão se deu por indução com 

0,4 mM de IPTG e cultivo a 25 °C por 6 h, 250 rpm. Após análise da expressão e da 

solubilidade como previamente descrito, as proteínas obtidas foram purificadas por 

cromatografia de afinidade e dialisadas contra TPI. A proteína GST-E6 completa, a 

GST e os fragmentos purificados foram individualmente imobilizados em placa na 

concentração de 100 nM para ensaio de ligação de fagos, utilizando-se 107 TU de 

fagos por poço.  

3.10.2  Análises in silico 

As análises computacionais foram realizadas em colaboração com a Dra. Erika 

Piccirillo, pós-doutoranda do Instituto de Química da Universidade de São Paulo. Um 

modelo por homologia da estrutura da proteína E6 completa foi construído a partir das 

estruturas disponíveis no banco de dados Protein Data Bank (PDB), 6SJA e 4XR8 

PDB utilizando-se as configurações padrão do programa Modeller v.9.19 (ESWAR et 
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al., 2006). Para isso, foram utilizadas as estruturas do PDB supracitadas com adição 

do motivo PBM, alguns resíduos N-terminais que não foram resolvidos nestas 

estruturas e a reversão das mutações inseridas nas cisteínas não-conservadas para 

aumentar a solubilidade, com o objetivo de obter uma estrutura mais próxima à 

proteína E6 produzida fusionada à GST que foi utilizada na seleção e validação dos 

peptídeos (Fig.4). As sequências primárias da proteína E6 com e sem o domínio PBM 

foram alinhadas no Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011) e 10 modelos foram 

gerados, com suas qualidades estereoquímicas avaliadas pela ferramenta Structure 

Assessment do SWISS-MODEL Webserver para seleção do melhor modelo para 

prosseguir com as análises (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011; MADEIRA et al., 

2019). Após a escolha, o modelo teve sua estrutura minimizada pelo software 

GROMACS v.2020 (LINDAHL et al., 2020), na qual os resíduos básicos e o resíduo 

N-terminal foram protonados, os resíduos ácidos e o resíduo C-terminal foram 

desprotonados, e os resíduos de histidina foram mantidos na forma neutra. Os dois 

zinc-fingers presentes na proteína E6, formados cada um por 4 resíduos de cisteína 

desprotonados que coordenam com um átomo de Zn2+, são essenciais para a 

manutenção da estrutura e foram incluídos no modelo pela utilização do campo de 

força Amber99sb, com parâmetros para o Zinco descritos por Macchiagodena e 

colaboradores (2020). A minimização desta estrutura se deu pelo programa 

GROMACS v.2020, com aplicação do modelo geral de solvente implícito de Born. A 

conformação inicial dos peptídeos foi gerada pela ferramenta PEP-FOLD3 

(LAMIABLE et al., 2016), que gerou pelo menos 5 modelos para cada peptídeo. O 

modelo mais central dentre os gerados, ou seja, com menor RMSD (Root-mean-

square deviation of atomic positions; desvio quadrático médio entre as posições dos 

átomos), foi utilizado como ponto de partida para simulações de dinâmica molecular, 
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após minimização usando o modelo geral de solvente implícito de Born. Todas as 

simulações foram feitas no programa NAMD v.2.12 (PHILLIPS et al., 2005) 

considerando o campo de força CHARMM36 (KLAUDA et al., 2010) . A estrutura 

minimizada foi neutralizada por KCl (0,15 M) em um caixa com moléculas de água 

TIP3P com bordas a, pelo menos, 10 Å da superfície do peptídeo. Os comprimentos 

de todas as ligações foram constringidos utilizando-se o algoritmo de LINCS (HESS 

et al., 1997). O sistema foi equilibrado durante 1 ns em duas etapas: durante os 

primeiros 500 ps, restrições harmônicas foram aplicadas a todos os átomos do 

sistema, exceto aos das moléculas de água, utilizando uma constante de força igual 

a 1000 kJ/(mol x nm2). Nesta etapa, o sistema foi aquecido de 100 a 300 K em uma 

caixa de volume constante, com a redução gradativa das restrições harmônicas. 

Então, durante os 500 ps seguintes, todos os átomos do sistema puderam se mover 

livremente. O sistema foi tratado com condições periódicas de contorno utilizando-se 

interações eletrostáticas do tipo PME e aplicando valor de corte de 10 Å para 

interações do tipo van der Waals. Em uma caixa com pressão constante (1 atm) 

controlada, pela abordagem de Berendsen, a temperatura foi mantida constante 

usando termostato V-rescale. A simulação produtiva utilizou tempo de integração de 

2 fs e sua trajetória foi registrada por 500 ns. Foram realizadas trajetórias para 

triplicadas independentes, agrupadas e analisadas pelo programa VMD v.1.9.3. 

(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996). Nesta análise, os valores de RMSD foram 

calculados utilizando-se os átomos da cadeia principal em relação à estrutura usada 

como ponto de partida. Em seguida, o frame mais próximo da estrutura média foi 

selecionado e utilizado nos procedimentos de docking molecular. O docking foi 

realizado no programa HADDOCK 2.2 (VAN ZUNDERT et al., 2016), aplicando-se os 

parâmetros padrão e considerando a região próxima aos resíduos: 8, 10, 11, 14, 31, 
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32, 49, 51, 53, 54, 55, 67, 70, 71, 73, 74, 77, 78, 100, 102, 129 e 131 da E6. Neste 

protocolo, cada conformação do peptídeo foi ancorada sobre a superfície de cada 

conformação do receptor, resultando em um total de 270 corridas individuais. Para 

cada corrida, 1.000 poses (posições de interação molecular em determinado 

momento) iniciais foram geradas e as 200 melhores poses foram submetidas a duas 

etapas de refinamento: uma semiflexível e outra com solvente implícito. Por fim, as 

200 poses foram agrupadas pelo método baseado na fração de contatos comuns, 

aplicando um valor de corte de 0,75. As estruturas de menor energia dos três grupos 

mais populosos foram então selecionadas e suas interações, analisadas utilizando-se 

a ferramenta PLIP (Protein-Ligand Interaction; (SALENTIN et al., 2015).  

 

3.11 Análise funcional dos peptídeos em linhagens celulares  

3.11.1  Ensaio de internalização de peptídeos por citometria de fluxo  

Os peptídeos sintéticos foram desafiados em linhagens celulares para verificar sua 

capacidade de internalização espontânea nas células. As linhagens de carcinoma de 

células escamosas de colo uterino C33a (ATCC® HTB-31™; HPV negativa) e SiHa 

(ATCC® HTB-35™; HPV16 positiva) foram cultivadas em meio DMEM (Gibco™ 

Dulbecco's Modified Eagle, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) suplementado com 10 

% de SFB (soro fetal bovino, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) a 37 °C, em 5% de 

CO2. Para análise da internalização dos peptídeos, foram semeadas 5x105 células de 

cada linhagem em placas de 6 poços. Após 24h, os peptídeos FITC-A2, FITC-A10, 

FITC-Pen-A2, FITC-Pen (controle positivo de internalização) e FRW-FITC (controle 

negativo de internalização) foram adicionados aos poços em triplicata na 

concentração de 10 µM. Após 1 h de incubação, as células foram lavadas por 3 vezes 

com PBS e incubadas com 10 mg/ml de tripsina (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) 
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por 10 min para remoção de peptídeos que pudessem estar aderidos 

inespecificamente à membrana celular (HABAULT et al., 2020). As células foram 

então lavadas mais uma vez e ressuspendidas em PBS a 4 °C para leitura no 

citômetro de fluxo Attune NxT™ (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Durante a 

análise, foram captados 1000 eventos por replicata com gate inicial por tamanho para 

exclusão de debris celulares. Utilizando este gate, foram construídos histogramas da 

intensidade de detecção do sinal no canal do fluoróforo FITC (BL1-H) pela contagem 

normalizada de células (em porcentagem do total).   

3.11.2  Ensaio de internalização de fagos por imunofluorescência  

As células C33a e SiHa foram individualmente semeadas em lâminas de 

8 poços (#BD354108 – 8 slides chamber glass slide) e cultivadas em meio DMEM 

(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) suplementado com 10 % de SFB (Thermo Fisher 

Scientific, MA, EUA) a 37 °C, em 5% de CO2. Após 24 horas, foram bloqueadas com 

SFB por 1 h e incubadas com 2x109 TU de fagos em meio DMEM 2% SFB por 24 h.  

As células foram lavadas com PBS 10% BSA e incubadas com tampão glicina (50 mM 

glicina, 150 mM NaCl, pH 2,8) por 1 min. Procedeu-se a lavagem com PBS, fixação 

com PFA 4% e permeabilização das células com Triton X-100 0,2% em metade das 

amostras, sempre lavando com PBS entre as etapas. Após novo bloqueio com PBS 

1% BSA por 2 h à TA, adicionou-se o anticorpo primário produzido em coelho (#B7786, 

anti-Fd phage, Sigma-Aldrich, MO, USA) na diluição 1:500 em PBS 1% BSA por 2 h. 

Como controle negativo, foi utilizado IgG de coelho não-imune. Procedeu-se, então, 

lavagens com PBS 1% BSA e incubação com anticorpo secundário 1:300 (#711-586-

152, Alexa Fluor® 594-AffiniPure F(ab')2 Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG, Jackson 

Laboratory, ME, USA) por 1h à TA protegido da luz. Os poços foram lavados com PBS 

1% BSA, fixados novamente com PFA 4%. As amostras não permeabilizadas 
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anteriormente foram permeabilizadas com Triton X-100 0,1%. A coloração dos 

núcleos foi realizada com DAPI, os poços foram novamente lavados com PBS e com 

água milli-Q, e a câmara superior foi retirada, liberando as lâminas para montagem 

com meio especializado para fluorescência (#H1000, VECTASHIELD® Antifade 

Mounting Medium, Vector Laboratories, CA, USA). Após secagem, as lâminas foram 

analisadas em microscópio de fluorescência (EVOS FLoid, Thermo Fisher Scientific, 

MA, EUA).  

3.11.3  Ensaio de viabilidade celular  

O efeito do tratamento com peptídeos sobre a atividade metabólica das células 

foi analisado pela reação colorimétrica do reagente WST-1 (Sigma-Aldrich, MI, EUA). 

Foram utilizadas 5 linhagens celulares: C33a e SiHa, já descritas, SCC90 (ATCC® 

CRL-3239™, HPV 16-positiva, proveniente de carcinoma de células escamosas de 

cavidade oral), HeLa (ATCC® CRM-CCL-2™, HPV 18-positiva, proveniente de 

adenocarcinoma de colo uterino) e HEK293T (ATCC® CRL-3216™, HPV-negativa, 

células embrionárias de rim humano), semeadas na concentração de 5x103 células 

por poço em placas de 96 poços, aguardando-se 24 h para completa adesão celular. 

O ponto basal do ensaio (0 h) foi definido pela adição do reagente WST-1 nas células 

sem peptídeo no primeiro dia, no qual foram testadas diversas condições para 

definição do protocolo de incubação por 3 h a 37 °C e leitura da absorbância em 

espectofotômetro xMark™ Microplate Absorbance Spectrophotometer (Bio-Rad, CA, 

USA) a 450 nm. Os peptídeos FITC-A2, FITC-A10, FITC-Pen-A2 e CARAC foram 

administrados diariamente na concentração de 10 µM e o reagente WST-1 foi utilizado 

da mesma maneira estabelecida para o ponto basal, com leituras em 24 h, 48 h, 72 h 

e/ou 96 h. Todas as condições foram testadas em triplicada e normalizadas pela 

medida dos poços contendo apenas meio e WST-1. Então, as medidas de 
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absorbância obtidas foram utilizadas para inferir o número de células viáveis 

presentes em cada poço por comparação ao ponto basal. 

 

3.12 Varredura do banco de compostos Pandemic Response Box  

3.12.1  Varredura do banco de compostos em pools  

O “Pandemic Response Box”, um banco de 400 compostos disponibilizado 

pela iniciativa Medicines for Malaria Venture (MMV; https://www.mmv.org/mmv-

open/pandemic-response-box), foi requisitado para teste de competição dos compostos 

com o fago A2 pela ligação à E6. Os compostos foram recebidos na forma liofilizada 

em placas de 96 poços, divididos em 5 placas de 80 compostos cada. Foram 

solubilizados em DMSO na concentração de 10 mM como recomendado pelo MMV. 

A fim de otimizar e agilizar a busca, os compostos foram concatenados em 10 

combinações ou pools de 4 ou 5 compostos cada (Figura 6). Onze compostos da placa 

E, cuja concentração era de 2 mM após solubilização, foram testados individualmente 

(em vermelho, figura 6) Após testes preliminares para definição da concentração 

máxima de DMSO permitida no ensaio de competição de fagos e concentração ideal 

de compostos e fagos a ser utilizada, os pools foram testados na concentração de 10 

µM de cada composto (50 µM de compostos no total) em duplicata em ensaios de 

competição com 106 TU do fago A2.  

 

  

https://www.mmv.org/mmv-open/pandemic-response-box
https://www.mmv.org/mmv-open/pandemic-response-box
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Figura 6 – Desenho esquemático da construção dos pools para screening do Pandemic 
Response Box. 

 

 
Os pools foram construídos pela combinação de compostos da mesma placa e mesma fileira. Cada 
fileira resultou em 2 pools. Para os compostos com concentração inicial de 10mM (representados em 
cinza), foram feitos pools com 5µl de cada composto, resultando em pools com 2mM de cada composto. 
Alguns pools foram construídos pela combinação de 4 compostos (azuis), com concentração final de 
2,5 mM de cada composto. Os compostos representados por círculos laranja (inferior, placa E) foram 
adquiridos na concentração de 2 mM e foram testados individualmente.  

 

O peptídeo A2 foi utilizado como controle de competição na mesma concentração 

dos compostos. Os ensaios foram realizados como descrito anteriormente para a 

competição entre fagos e peptídeos. As bactérias sujeitas à infecção para 

recuperação dos fagos ligados à GST-E6 foram plaqueadas em quadruplicata, com o 
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número de colônias utilizado para inferência do número de TU recuperadas. Os 

valores obtidos foram normalizados pela média do controle sem DMSO (- DMSO = 

100%). Os pools com atividade inibitória na competição tiveram seus compostos 

testados individualmente.  

3.12.2  Teste dos compostos selecionados em células  

Os compostos que apresentaram competição com o fago A2 pela ligação à E6 

foram administrados às linhagens celulares para avaliação da atividade dos 

compostos sobre a viabilidade celular pelo ensaio de WST-1, como descrito 

anteriormente para os peptídeos (item 3.11.3). Para reduzir a concentração de DMSO 

utilizada, os compostos D10, E08 e E09 foram novamente enviados em sua forma 

liofilizada pela MMV, solubilizados e utilizados nos ensaios celulares.  

 

3.13 Análise estatística  

 Os resultados dos ensaios de ligação e competição de fagos foram submetidos 

à análise de variância de um (one-way) ou dois fatores (two-way ANOVA), com pós-

teste para comparação múltipla (α=0,05) considerando a melhor aplicação para o 

desenho experimental e o teste realizado. A análise da curva dose-resposta da 

competição dos peptídeos com os fagos pela ligação à E6 foi realizada por ajuste não-

linear com slope variável do log da concentração do peptídeo contra a resposta 

normalizada pelo controle. Para análise dos ensaios de competição com os 

compostos do Pandemic Response Box, foram considerados relevantes os pools 

cujas duplicatas ficaram abaixo do cut-off estabelecido de um desvio padrão em 

relação à média dos controles (poços contendo o fago A2 com e sem DMSO). Os 

dados foram representados pela média com erro padrão (SEM). Foi utilizado o 

software GraphPad Prism versão 8.0.1 para Windows (GraphPad Software, CA, USA).  
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Tabela 2 – Sequência dos oligonucleotídeos utilizados no presente trabalho. 

Nome Sequência 
Tamanho do 
fragmento 

Aplicação 

E6-Fw-XhoI 5’-TGACTCGAGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTT-3’ 492 pb 
Clonagem de E6 

no vetor pAE 
E6-Rv-HindIII 5’-TGAAAGCTTTTACAGCTGGGTTTCTCTACGTG-3’  

E7-Fw-XhoI 5’-TGACTCGAGCATGGAGATACACCTACATTGCAT-3’ 312 pb 
Clonagem de E7 

no vetor pAE 
E7-Rv-HindIII 5’-TGAAAGCTTTTATGGTTTCTGAGAACAGATGGG-3’  

T7-Fw 
5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 
 

E6: 655 pb  Verificação do 
inserto no vetor 

pAE T7-Rv 5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’. E7: 475 pb 

pGEX-SeqF1 5’-GAGCTGTTGACAATTAATCATCGGC-3’ 790 pb Sequenciamento 
do vetor pGEX-

2T:16E6 pGEX-SeqR1 5’-GGTCCTGAAACATTGCAGTTCTCT-3’  

pGEX-SeqF2 5’-GGTGGCGACCATCCTCCAA-3’ 599 pb Sequenciamento 
do vetor pGEX-

2T:16E6 pGEX-SeqR2 5’-CGGGAGCTGCATGTGTCAGAG-3’  

PhagePCR-F2 5’-GATGGTTGTTGTCATTGTCGGCG-3’ Aprox. 450 pb Determinação da 
sequência 

apresentada pelos 
fagos PhagePCR-R1 5’-CAGAGCCACCACCCTCATTTTCAG-3’.  

GST-E6C-F 5’-GGATCCTATAGTTTGTATGGAACAACATTAG -3’ 5.160pb * Deleção do 
domínio  

N-terminal da E6 GST-E6C-R 5’- CTATAGGATCCACGCGGAACCAG -3’  

GST-E6N-F 5’- CATTATTAAGAATTCATCGTGACTG -3’ 5.187 pb * Deleção do 
domínio  

C-terminal da E6 GST-E6N-F 
 

5’- ATTCTTAATAATGTCTATACTCACTAATTTT -3’  

GST-E6ΔPBM-F 5’- CAAGATAAGAATTCATCGTGACTGACTG -3’ 5.382 pb * Deleção do 
domínio  

PDZ da E6 GST-E6ΔPBM-R 
 

5’- ATTCTTATCTTGATGATCTGCAACAAGAC -3’  

pb = pares de base; *todo o vetor foi amplificado, excluindo-se apenas as porções deletadas.   
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4. RESULTADOS 

4.1 Primeiro passo: a produção de E6 e E7 recombinantes  

Para proceder a busca por ligantes das oncoproteínas de HPV16, E6 e E7 foram 

produzidas por expressão heteróloga em E. coli. Inicialmente, os genes de interesse 

foram subclonadas no vetor pAE (Figura 7) e sequenciados para confirmar a presença 

do gene de interesse sem mutações.  

 

Figura 7 – Clonagem de E6 e E7. 

 
A. Os genes de E6 e E7 de HPV 16 foram amplificados por PCR a partir do genoma completo do vírus 
e o vetor pAE, amplificado por preparação plasmidial e linearizado por digestão com a enzima XhoI. B 
e C. Fragmentos obtidos por PCR de colônia para confirmação da clonagem de E6 (B) e E7 (C) de 
HPV 16 no vetor pAE. O vetor sem inserto foi utilizado como controle positivo (+). Eletroforese em gel 
de agarose 1,5%. PM= marcador de peso molecular.  
 

  

Após a clonagem e confirmação da sequência correta de E6 e E7, os 

plasmídeos foram transformados em cepas de expressão, induzidas com IPTG para 

a produção das proteínas recombinantes.  A proteína E6 foi expressa nas cepas 

Rosetta pLysS, que contém plasmídeos de tRNA complementares para otimizar a 

expressão de genes heterólogos, e na cepa Arctic Express, cuja co-expressão de 

chaperonas auxilia no enovelamento de proteínas normalmente expressas em células 

eucariotas (Figuras 8 A e B). Em ambas, a proteína E6 foi obtida apenas em sua forma 

insolúvel. Assim, procedeu-se a purificação das proteínas presentes em corpo de 
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inclusão seguida de tentativas de re-enovelamento por diluição infinita ou diálise 

seriada, ambas sem sucesso (Figura 8 C e D).  A proteína E7, por sua vez, foi obtida 

na forma solúvel durante a expressão bacteriana, purificada por cromatografia de 

afinidade em coluna de Ni2+ e dialisada (Figura 8 E e F). Embora tenha 

aproximadamente 11 kDa, a E7 migra em tamanho próximo a 18 kDa na eletroforese 

devido a sua carga líquida negativa (ARMSTRONG; ROMAN, 1993).  

 Para contornar a dificuldade de produção da proteína E6 na forma solúvel, um 

plasmídeo contendo o gene da proteína E6 de HPV16 à jusante do gene da proteína 

GST foi cedido pelo Dr. Lawrence Banks (ICGEB, Trieste, Itália), cujo grupo validou 

funcionalmente a proteína de fusão GST-E6 resultante desta construção plasmidial 

(BOON et al., 2015). Assim, foi possível obter a proteína de fusão GST-E6 na forma 

solúvel (Figura 9 A) e purificá-la por cromatografia de afinidade à glutationa (Figura 9 

D). A produção de GST-E6 foi otimizada pela adição de sulfato de zinco (ZnSO4) ao 

meio de cultura durante a expressão (Figura 9 E), com o objetivo de favorecer a 

correta conformação dos dedos de zinco (“zinc fingers”) que fazem parte da estrutura 

desta proteína. Além disso, o uso de inibidores de protease após a diálise da proteína 

aumentou a estabilidade desta durante o armazenamento (Figura 9 F). A proteína 

GST também foi expressa em E. coli e purificada da mesma maneira para ser utilizada 

como controle nos experimentos (Figura 9 B e C).   
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Figura 8 – Expressão, solubilidade e purificação das proteínas E6 e E7. 

 

A. Expressão e teste de solubilidade de E6 nas cepas de E. coli Rosetta™ PlysS (A) antes (-) e 4 h ou 
16 h após (+) indução com 1 mM IPTG, cultivadas a 37 °C, 200 rpm. B. Expressão e teste de 
solubilidade de E6 nas cepas de Arctic Express™ antes (-) e 24 h após (+) a indução com 1 mM IPTG, 
cultivadas a 13 °C, 200 rpm. C. Purificação de corpo de inclusão, com destaque para a quantidade de 
proteína com peso molecular correspondente à E6 (seta vermelha) na etapa final de purificação (8 M 
de ureia). Lav = lavagem; CI = corpo de inclusão. D. E6 solúvel obtida nas etapas do processo de re-
enovelamento da proteína insolúvel por diálise seriada. E. Expressão e teste de solubilidade da proteína 
E7 na cepa de E. coli Rosetta™ PlysS antes (-)  e 6 h após a indução com 1 mM IPTG, cultivadas a 30 
°C, 200 rpm. F. Purificação da proteína E7 em sua forma solúvel por cromatografia de afinidade em 
coluna de Ni 2+. Ft = flow-through da coluna de Ni2+, L = lavagem, F = frações eluídas. A-F: SDS-PAGE 
em gel de poliacrilamida 15%. As setas indicam as proteínas E6 (peso molecular próximo a 20 kDa) e 
E7 (peso molecular próximo a 12 kDa, mas conhecida por migração anômala próxima a 18 kDa).PM = 
marcador de peso molecular.  
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Figura 9 – Expressão, solubilidade e purificação de GST-E6 e GST. 

 

A e B. Expressão de E6 fusionada à GST (A) e GST (B) em células E. coli Rosetta™ PlysS antes (-) e 
após (+) indução com 0,4 mM IPTG. Teste de solubilidade de GST-E6 (A) e GST (B) em células 
bacterianas lisadas para separação das frações solúvel (sobrenadante) e insolúvel (pellet 
ressuspendido em Ureia 8 M). C e D. Purificação de GST-E6 e GST por cromatografia de afinidade. 
GST-E6 (C) e GST (D) foram individualmente purificadas em coluna de glutationa e eluídas com 20 mM 
de glutationa reduzida em quatro frações (F1-F4). E. Otimização da purificação de GST-E6 em coluna 
de glutationa pela adição de sulfato de zinco (ZnSO4) durante a expressão em sistema bacteriano. 
Frações eluídas com 20 mM de glutationa reduzida em cinco frações (F1-F5). F. GST e GST-E6 
purificadas e dialisadas com adição de inibidor de protease para aumentar a estabilidade da proteína 
em solução. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12%. As setas vermelhas exemplificam bandas 
correspondentes à proteína de fusão GST-E6 (peso molecular próximo a 37 kDa) e setas azuis 
correspondem à proteína GST (aprox. 25 kDa). PM = marcador de peso molecular; Ft = flow-through 
da coluna de GST; L = lavagens; f = frações eluídas.  

 

 

As proteínas GST-E6 e E7 produzidas por expressão heteróloga foram 

reconhecidas por anticorpos específicos contra E6 e E7 de HPV16 (Figura 10 A). As 

proteínas E7 e GST foram submetidas à biotinilação, confirmada por meio do 

reconhecimento por estreptavidina marcada com fluóroforo (Figura 10 B). Após a 

biotinilação, a integridade das proteínas foi confirmada por SDS-PAGE (Figura 10 C).   
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Figura 10 – Detecção de GST-E6 e E7 por anticorpos específicos e confirmação da 

biotinilação de E7 e GST 

 

. A. As proteínas GST-E6 e E7 imobilizadas, incubadas com anticorpos específicos e reveladas pela 
incubação com anticorpo secundário marcado com fluoróforo. IgG comercial de camundongo foi 
utilizada como controle positivo e as proteínas sem anticorpo específico, como controle negativo. B. A 
proteína E7 foi biotinilada, imobilizada em placa e incubada com estreptoavidina marcada com o 
fluoróforo. Como controle negativo, foram utilizadas as proteínas não biotiniladas. A e B. A detecção 
foi realizada em leitor infravermelho (Odyssey® Imaging System, LI-COR) com λ = 700 nm em 
qualidade média e intensidade de 6,0. C. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15%. As setas vermelhas 
exemplificam bandas correspondentes à proteína E7 (migração anômala a 18 kDa) e as setas azuis, à 
GST (aproximadamente 25 kDa). PM = marcador de peso molecular. 

 

 

4.2 Seleção de ligantes para as oncoproteínas E6 e E7 de HPV 16 

Diversas abordagens para a seleção de ligantes para as oncoproteínas E6 e 

E7 foram testadas neste estudo, dentre elas: diferentes protocolos de recuperação de 

fagos em ensaios com proteína imobilizada em placa, tentativas de seleção de 

ligantes com proteínas em solução, utilizando beads magnéticas de afinidade por 

histidina, beads de estreptavidina, ou resina de Ni2+ para a recuperação da proteína 

contendo fagos ligantes. Serão apresentadas abaixo duas abordagens, uma para 

cada oncoproteína, consideradas as mais promissoras para cada caso. Em todos os 

experimentos, foram utilizadas as bibliotecas X6 e CX8C construídas em nosso 

laboratório (BEPPLER et al., 2016; MICHALOSKI et al., 2016). Enquanto a primeira 

apresenta 6 resíduos aleatórios, a segunda apresenta 8 resíduos aleatórios 
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circundados por duas cisteínas, que formam pontes dissulfeto e alteram a 

conformação espacial do peptídeo apresentado.  

A seleção de ligantes para GST-E6 se deu pela imobilização desta proteína em 

placa, seguida de incubação com cada biblioteca individualmente, lavagem e posterior 

eluição ácida de fagos restantes com tampão glicina. Antes de cada ciclo de incubação 

com GST-E6, as bibliotecas foram incubadas com GST em um processo denominado 

de clarificação, que tem por objetivo sequestrar os fagos que apresentam sequências 

com afinidade por GST e, assim, evitar falsos positivos no processo de seleção. Por 

meio desta abordagem, após três ciclos de seleção, obtivemos enriquecimento de 

3.300x no número de fagos recuperados para a biblioteca X6 (Figuras 11 A). Após o 

sequenciamento, metade das sequências apresentadas pelos fagos recuperados da 

biblioteca X6 eram idênticas, sugestivo de seleção. Esta sequência, denominada de 

A2, embora não compartilhe a sequência primária exata com os demais fagos 

encontrados, apresenta um motivo peptídico caracterizado por um aminoácido 

negativamente carregado flanqueado por aminoácidos hidrofóbicos, como mostra o 

esquema da figura 11 B. Curiosamente, duas das sequências eram maiores do que o 

esperado para a biblioteca X6, apresentando 20 e 24 aminoácidos. Os fagos 

recuperados após três ciclos de seleção da biblioteca CX8C apresentaram 

enriquecimento de 38,7x e algumas sequências repetidas, sendo que uma delas 

compartilha parcialmente características físico-químicas com o motivo encontrado em 

A2 (destaque em vermelho, figura 11 D).  
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Figura 11 – Seleção de ligantes para a oncoproteína E6.

 

A proteína GST-E6 foi imobilizada em placa e incubada com as bibliotecas X6 e CX8C previamente 
clarificadas em GST. A, C. A média do número de unidades transdutoras (TU) de fagos recuperados 
em cada ciclo de seleção foi comparada para inferência do enriquecimento das sequências entre os 
ciclos. Valores representados pela média ± SD. B, D. Desenho esquemático das sequências 
encontradas após três ciclos de seleção.  
 

 

Para a proteína E7, foram realizados pannings com a proteína em solução e 

posterior captura por beads magnéticas. Assim, a E7 biotinilada foi incubada com as 

bibliotecas e capturadas por beads de estreptavidina, para lavagem e remoção de 

fagos inespecíficos e finalmente recuperação dos fagos ligantes por infecção 

bacteriana. Foram obtidos enriquecimentos de 2,5x e 11,5x para o terceiro e o quarto 

ciclos de seleção com a biblioteca X6. Apenas no terceiro ciclo foi obtida uma 

sequência que apareceu três vezes durante o sequenciamento, mas que foi perdida 

no ciclo posterior de seleção. Já para a biblioteca CX8C, o enriquecimento no terceiro 

e no quarto ciclos de seleção foi de 1,5x e 8,8x, obtida uma sequência repetida após 

o último ciclo (Figura 12).   
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Figura 12 – Seleção de peptídeos ligantes para a oncoproteína E7

 

. A proteína E7 biotinilada foi incubada com as bibliotecas X6 e CX8C em solução e posteriormente 
capturada por beads magnéticas conjugados com estreptavidina para recuperação dos fagos ligados à 
proteína. A, C. A média do número de unidades transdutoras (TU) de fagos recuperados em cada ciclo 
de seleção foi comparada para inferência do enriquecimento das sequências entre os ciclos. Valores 
representados pela média ± SD. (*) indica os fagos que não foram quantificados no primeiro ciclo para 
evitar a perda de sequências únicas e o comprometimento a seleção eficiente de ligantes. B, D. 
Desenho esquemático das sequências encontradas após três ou quatro ciclos (rounds) de seleção, 
com destaque para as características físico-químicas dos resíduos que compõe os peptídeos 
selecionados.  

 

 

4.3 Análise da especificidade de ligação dos fagos à E6  

 Os fagos cujas sequências se repetiram e alguns outros foram escolhidos para 

amplificação e precipitação, a fim de serem testados para a especificidade de ligação 

às oncoproteínas. Para GST-E6, os fagos A2, A10 e C3 da biblioteca X6 apresentaram 

alta especificidade, enquanto o fago F9, pertencente à biblioteca CX8C, em oposição, 

apresentou ligação também à GST (Figura 13). Para a realização dos ensaios de 

especificidade de ligação de fagos à E7, foram testadas diversas abordagens, como 

o uso de beads com afinidade à cauda de histidina presente nesta proteína. Porém, 
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em nenhum dos casos foi possível demonstrar a especificidade dos fagos encontrados 

no panning pela proteína E7 (Figura 14).  

 

Figura 13 – Especificidade de ligação de fagos selecionados por phage display à GST-E6 
por ensaio de ligação. 

 

  

 

Gráfico representativo de ensaios de ligação de fagos selecionados por phage display e amplificados 
para determinação da especificidade de ligação à GST-E6. Os fagos foram incubados individualmente 
com GSTE6, GST, E7 ou BSA imobilizadas em placa. O número de unidades transdutoras de fagos 
recuperados foi comparada entre as proteínas e entre o fago-teste e o fago selvagem. Valores 
representados pela média e erro padrão (SEM). Two-way ANOVA com pós-teste de Tukey, 
***p<0,0001; **p<0,001. 
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Figura 14 – Especificidade de ligação de fagos selecionados por phage display à E7 por 
ensaio de ligação. 

 
Gráfico representativo de ensaios de ligação de fagos selecionados por phage display e amplificados 
para determinação da especificidade de ligação à E7. Os fagos foram incubados individualmente com 
E7 ou Sintrofina (proteína controle) em solução, capturadas por beads de afinidade à histidina. As 
beads sem proteína também foram incubadas com fagos como controle. O número de unidades 
transdutoras de fagos recuperados foi comparada entre as proteínas, entre elas e as beads, e entre o 
fago-teste e o fago selvagem. Valores representados pela média e erro padrão (SEM). Two-way 
ANOVA com pós-teste de Dunnet, **p<0,002; *p<0,05.  

 

 A fim de confirmar a especificidade de ligação dos fagos à porção E6 da 

proteína de fusão GST-E6, os fagos A2, A10 e C3 foram submetidos à competição 

com proteínas em solução e com anticorpos específicos. GST-E6 em solução, mas 

não GST, foi capaz de deslocar a ligação dos fagos à GST-E6 imobilizada em placa 

(Figura 15). Da mesma maneira, apenas o anticorpo específico para E6 de HPV16 

(Anti-16E6) foi capaz de competir com os fagos A2, A10 e C3 pela ligação à GST-E6 

imobilizada em placa, enquanto IgG de camundongo não demonstrou efeito sobre o 

reconhecimento da proteína imobilizada pelos fagos (Figura 16).   
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Figura 15 – Especificidade de ligação de fagos selecionados por phage display à GST-E6 

por ensaio de competição. 

 
Ensaio de ligação de fagos à proteína E6-GST imobilizada na presença ou ausência de um excesso 
molar (5x) de GST-E6 ou GST solúvel. O número de unidades transdutoras de fagos recuperados foi 
normalizado em relação à média de TU recuperadas sem competição (-). Valores representados pela 
média e erro padrão (SEM). Resultado de três experimentos com resultados similares. One-way 
ANOVA com pós-teste de Dunnet. ***p<0,0001; ***p<0,001. 
 

Figura 16 – Especificidade de ligação de fagos selecionados por phage display à GST-E6 

por ensaio de competição. 

  

Ensaio de ligação de fagos à proteína E6-GST imobilizada na presença ou ausência de anticorpos 
específicos contra a E6 de HPV 16 ou de IgG de camundongo (controle negativo). O número de 
unidades transdutoras de fagos recuperados foi normalizado em relação à média de TU recuperadas 
sem competição (-). Valores representados pela média e erro padrão (SEM). Resultado de três 
experimentos com resultados similares. One-way ANOVA com pós-teste de Dunnet. ***p<0,0001.  
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4.4 Análise funcional de A2 e A10 como peptídeos sintéticos  

As sequências peptídicas apresentadas pelos fagos A2 e A10 foram 

encomendadas na forma de peptídeos sintéticos para dar seguimento à investigação 

do potencial inibitório destes peptídeos sobre a E6. Assim, foram inicialmente 

encomendadas as sequências de A2 e A10 precedidas de três resíduos encontrados 

nos fagos: um ácido aspártico, uma glicina e uma alanina (DGA), marcadas na 

extremidade amino-terminal com Isotiocianato de fluoresceína (FITC). A sequência A2 

precedida da sequência da Penetratina, um peptídeo de penetração celular, também 

foi encomendada com marcação por FITC. Os peptídeos FITC-A2 e FITC-A10 foram 

capazes de competir com o fago correspondente de maneira dose-resposta em 

concentrações molares baixas, sendo FITC-A2 com “IC50” inferior à 0,5 µM e FITC 

A10, por volta de 2 µM, considerando a inibição de 108 unidades transdutoras de fago 

(Figura 17).  

 

Figura 17 – Curva dose-resposta da competição dos peptídeos A2 e A10 com seus 

fagos correspondentes pela ligação à GST-E6. 

 

Inibição relativa da ligação do fago A2 à GST-E6 antes (100%) e após competição de 108 TU de fagos 
com diversas concentrações de peptídeo A2 (0,08 a 30 µM) (A) ou A10 (0,3 a 250µM) (B) pela ligação 
à GST-E6 imobilizada em placa. A concentração final de DMSO no ensaio foi de 0,5. Análise da curva 
resposta por non-linear fit do log(inibidor) vs. resposta normalizada pelo controle apenas com DMSO 
com slope variável (software GraphPad Prism 8).  
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Além disso, as sequências de A2 e A10 são capazes de promover a competição 

cruzada entre fago e peptídeo sintético, indicando que ambos compartilham o mesmo 

sítio de ligação na proteína E6 (Figura 18).  

 
 
Figura 18 – Competição cruzada entre os fagos A2 e A10 e os peptídeos pela ligação à GST-E6. 

 

Ensaio de ligação de fagos A2 (A) e A10 (B) na presença ou ausência dos peptídeos A10 e A2, 
respectivamente. A concentração final de DMSO no ensaio foi de 1,5%. Resultado de três experimentos 
com resultados similares. Valores representados pela média ± erro padrão da média. Teste t de student, 
***p<0,0001.  

 

 

4.5 Identificação do sítio de ligação dos fagos A2 e A10 na 

oncoproteína E6 

A oncoproteína E6 é constituída de dois domínios do tipo dedo-de-zinco e um 

PBM. Para mapear qual(ais) destes domínios compõe(m) o sítio de ligação dos fagos 

identificados, nós produzimos proteínas mutantes com deleção da porção E6 nos 

domínios N-terminal (resíduos 1 a 80), C-terminal (resíduos 81 a 151), ou apenas do 

PBM (resíduos 145 a 151), o motivo de ligação a domínios PDZ, este último 

responsável por importantes interações proteicas realizadas pelas E6 de HPV de alto 

risco oncogênico (THOMAS et al., 2016) (Figura 19).   
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Figura 19 – Deleções dos domínios da proteína E6. 

 

Desenho esquemático da estrutura da proteína E6 (superior) e das deleções produzidas, da esquerda 
para a direita: C-terminal (Δ 81-151), motivo PBM (Δ 145-151) e N-terminal (Δ 1-80).  

 

As deleções foram realizadas nos vetores pAE:16E6, para produção dos 

fragmentos de E6 em fusão com cauda de histidina, ou pGEX-2T:16E6, para fusão à 

GST (Figura 20). À mesma maneira que a proteína original, foi possível obter proteína 

em fração solúvel para todas as expressões em fusão com GST mas não para E6 

apenas (Figura 21 A e B). Houve produção de uma pequena fração solúvel para E6 

com deleção C-terminal, que ao ser purificada não se mostrou suficientemente estável 

para a realização dos ensaios (Figura 21 C). Assim, os fragmentos de E6 fusionados 

à GST foram expressos e purificados por cromatografia de afinidade (Figura 21 D) 

para serem utilizadas em ensaios de ligação com os fagos.  
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Figura 20 – Deleção da sequência gênica dos domínios de E6. 

 

A sequência gênica dos domínios de E6 N-terminal, C-terminal e do motivo PBM foram deletados dos 
vetores pAE:16E6 e pGEX-2T:16E6, confirmados por PCR seguido de eletroforese em gel de agarose 
1%. Como controle positivo, foi utilizado o vetor completo (+).   

 

  Nos ensaios de ligação de fagos às proteínas imobilizadas em placa, as 

deleções do N-terminal de E6 promoveram redução de 40% na ligação dos fagos que 

expressam A2 e 53,6% para os fagos que expressam o peptídeo A10, enquanto as 

deleções do C-terminal promoveram redução de 36% e 25% para A2 e A10, 

respectivamente. As deleções do PBM não afetaram a ligação dos fagos à GST-E6 

(Figura 22). Estes resultados indicam que o domínio PBM não é necessário para 

ligação dos peptídeos apresentados pelos fagos identificados; ao mesmo tempo, 

sugere que ambos os domínios zinc-finger participam da ligação, embora nenhum 

deles seja essencial, sozinho, para a ligação dos peptídeos.  
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Figura 21 – Expressão e Purificação dos domínios de E6. 

 

A. Expressão e solubilidade das proteínas E6 com deleção dos domínios N-terminal, C-terminal e do 
motivo PBM antes (0 h), 3 h e 16 h após a indução com 0,5 mM IPTG, cultivadas a 22 °C, 200 rpm. B. 
Expressão e solubilidade das proteínas GST-E6 com deleção dos domínios N-terminal, C-terminal e do 
motivo PBM antes (0 h), e 6 h após a indução com 0,5 mM IPTG, cultivadas a 30°C, 200 rpm. C. 
Purificação da proteína E6 com deleção do domínio C-terminal em sua forma solúvel por cromatografia 
de afinidade em coluna de Ni2+. D. Purificação das proteínas GST-E6 com deleção dos domínios C-
terminal, N-terminal e do motivo PBM em sua forma solúvel por cromatografia de afinidade em coluna 
de Ni2+. As setas vermelhas indicam bandas com o tamanho esperado para cada proteína expressa e 
purificada. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12% (B e D) ou 15 % (A e C). Ft = flow-through da 
coluna de cromatografia, L, L1, L2 = lavagens, F = frações eluídas. PM = marcador de peso molecular.   
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Figura 22 – Ensaio de ligação dos fagos A2 e A10 à GST-E6 com deleções.  

 

Gráfico representativo dos ensaios de ligação de fagos expressando os peptídeos A2 ou A10 às 
proteínas GST-E6 com deleção dos domínios N-terminal, C-terminal e do motivo PBM de E6. Os 
fragmentos de GST-E6 purificados foram quantificados, imobilizados em placa de 96 poços na 
concentração de 100nM e incubados individualmente com os 107 TU de fagos expressando os 
peptídeos A2 ou A10 ou com o fago controle (Fd). Após extensas lavagens, os fagos restantes foram 
recuperados por infecção bacteriana e a contagem de colônias foi utilizada para inferência do número 
de unidades transdutoras (TU). O fago Fd não se ligou à GST-E6N, GST-E6C ou GST-E6ΔPBM (dados 
não mostrados). Valores expressos em média ± erro padrão da média. One-way ANOVA com post test 
de Tukey. *p<0,0001.    

 

 

4.6 Análise in silico dos peptídeos A2 e A10 e sua ligação à E6: 

modelagem computacional e simulação de dinâmica molecular    

Para obter mais informações com relação aos requerimentos estruturais da 

interação dos peptídeos identificados com a oncoproteína E6, partimos para estudos 

de modelagem, docking e dinâmica molecular. A proteína E6 foi modelada por 

homologia para obtenção da E6 completa, uma vez que as estruturas disponíveis no 
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PDB (6SJA e 4XR8) não contemplam alguns resíduos N-terminais e o motivo PBM.  

Foram gerados 10 modelos, avaliados estereoquimicamente para a escolha do mais 

adequado para minimização e análises posteriores (Figura 23). Para análise inicial 

dos peptídeos, por sua vez, foram gerados cinco modelos de conformações iniciais 

para cada. Enquanto o peptídeo A2 foi predito como uma alfa-hélice (Figura 24), o 

A10 foi predito majoritariamente como estruturas espirais secundárias pouco 

definidas, embora apresentasse algumas regiões helicoidais (Figura 25). Esse 

resultado não é completamente inesperado, uma vez que o A10 apresenta 22 

resíduos, sendo mais longo que o hexapeptídeo A2. Assim, optou-se por prosseguir 

apenas com o peptídeo A2, mais curto, cuja estrutura se apresentou mais bem-

definida.  

 

 Figura 23 – Modelo da proteína E6 com N e C-terminais completos. 

 

Modelo da proteína E6 gerado por homologia na ferramenta Modeller para incluir resíduos N-terminais 
não resolvidos pelas estruturas e o motivo de interação com domínios PDZ (PBM). Em azul claro, a 
estrutura da proteína E6 utilizada como ponto de partida (proveniente da estrutura cristalográfica 6SJA, 
PDB). Em azul escuro, as regiões adicionadas pelo modelo por homologia. Pontos brancos: átomos de 
Zn2+ requeridos para a organização dos zinc fingers e, consequentemente, da estrutura secundária da 
E6. Figura gerada pelo programa ChimeraX (PETTERSEN et al., 2021).   
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Figura 24 – Análise e modelos estruturais do peptídeo A2 gerados pela ferramenta PEP-FOLD3.  

 

A. O gráfico representa a probabilidade (0 a 1) de cada resíduo do peptídeo, representados pelas 
colunas, assumirem um enovelamento helicoidal (vermelho), espiral (azul) ou estendido (verde). B. Três 
dos melhores modelos de enovelamento do peptídeo A2. 
 

 
 

Figura 25 – Análise e modelos estruturais do peptídeo A10 gerados pela ferramenta PEP-
FOLD3. 

 

 

 A. O gráfico representa a probabilidade (0 a 1) de cada resíduo do peptídeo, representados pelas 
colunas, assumirem um enovelamento helicoidal (vermelho), espiral (azul) ou estendido (verde). B. 
Três dos melhores modelos de enovelamento do peptídeo A10. 

 

O modelo mais central para o peptídeo A2, a saber, o de menor RMSD (desvio 

quadrático médio entre as posições dos átomos, do inglês Root-mean-square 

deviation of atomic positions), foi utilizado como ponto de partida para a simulação de 

dinâmica molecular do peptídeo. A partir desta, o frame mais próximo da estrutura 

média oriundo da simulação foi utilizado para docking molecular no bolso de ligação 
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da proteína E6. Este bolso foi descrito como o sítio de acomodação da sequência 

consenso de algumas das proteínas ligantes de E6, como E6AP e a IRF3, denominado 

de motivo LxxLL, onde xx representa resíduos ácidos (ZANIER et al., 2013). As 

posições de interação do peptídeo A2 com a E6 obtidas no docking foram separadas 

em clusters (Tabela 3).  

O peptídeo A2 demonstrou capacidade de acomodar-se e interagir com o bolso 

de ligação previamente descrito para ligantes de E6. Quando alinhado por estrutura 

secundária, o peptídeo A2 sobrepõe-se aos domínios LxxLL dos ligantes E6AP e IRF3 

(Figura 26 A), além de apresentar características físico-químicas semelhantes que o 

permitem ocupar o mesmo bolso de ligação destes motivos na proteína E6, com 

poucas alterações apenas para acomodar as cadeias laterais dos resíduos do 

peptídeo A2 (Figura 26 B e C). Estes resultados, de certa forma, são uma validação 

in silico de nossos dados.  

 

Tabela 3 – Descrição dos clusters provenientes do docking molecular do peptídeo A2 no 

bolso de ligação LxxLL da oncoproteína E6. Tamanho (número de posições) e Haddock Score 

médio para cada cluster gerado pelas análises de docking do peptídeo A2 em E6.  
 

Número do Cluster Haddock Score Tamanho do Cluster 

1 -93.4 ± -3.8 94 

2 -97.6 ± -2.5 29 

3 -91.4 ± -6.8 28 

4 -86.2 ± -4.4 12 

5 -80.0 ± -3.1 9 

6 -61.9 ± -10.9 5 

7 -70.7 ± -9.8 4 
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Figura 26 – Comparação entre as estruturas de ligantes de E6 descritas e os modelos 
gerados no docking molecular do peptídeo A2 na proteína E6. 

 
A. Alinhamento das estruturas secundárias de peptídeos dos motivos LxxLL das proteínas E6AP e IRF3 
com a estrutura do PepA2. Software: ChimeraX (Pettersen et al., 2021). B. Estrutura da proteína E6 
(4XR8 PDB; rosa escuro) ligada ao motivo LxxLL (rosa claro) da proteína E6AP sobreposta ao modelo 
representativo do Cluster 4 (bege) de modelos gerados pelo programa Haddock como resultado do 
docking molecular. C. Estrutura da proteína E6 (6SJA PDB; roxo) ligada ao motivo LxxLL (magenta) da 
proteína E6AP sobreposta ao modelo representativo do Cluster 1 (verde).  
 
 

 As interações do peptídeo A2 com a proteína E6 evidenciadas pelos três 

clusters mais populosos na análise do docking foram mapeadas e estão 

representadas na figura 27.  
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Figura 27 – Interações dos resíduos do peptídeo A2 com a proteína E6.

 

Mapeamento das interações dos resíduos de aminoácidos do peptídeo A2 com proteína E6 (quadros) 
preditas pelo docking molecular e posterior análise pela ferramenta PLIP.  

 

 A pose com o menor Haddock Score no cluster 1, ou seja, a melhor pose do 

cluster mais populoso, foi utilizada para as análises de interação com a proteína E6 

por dinâmica molecular. Durante uma simulação para refinamento das poses, a 

estrutura escolhida passou por uma breve variação para estabilização inicial 

(aproximadamente 50 ns) e se manteve estável durante o restante da simulação 

(Figura 28 A), assim como a estrutura modelada para E6 por homologia (Figura 28 B).  

Embora o peptídeo A2 tenha permanecido majoritariamente em sua estrutura 

helicoidal no sítio de ligação da E6 (Figura 29), houve alterações na pose inicial 

utilizada para acomodar o ligante peptídico no bolso, particularmente para os átomos 

das cadeias laterais. Tais poses puderam ser agrupadas por similaridade em três 

grandes grupos: as primeiras poses correspondem às estruturas semelhantes à pose 

inicial, que foram estáveis por menos de 10 s (destaque pelo quadrado preto menor, 

figura 30). Então, foram observadas poses intermediárias por aproximadamente 20 s 



80 
 

 

(destaque pelo quadrado intermediário, figura 30), seguidas das poses mais estáveis, 

que se mantiveram até o final da simulação (270 ns, destaque maior, figura 30). Três 

recortes deste último grupo, em 50 ns, 175 ns e 300 ns, foram considerados para a 

análise detalhada das interações do peptídeo A2 com o a proteína E6. 

 

Figura 28 – Estabilidade geral da proteína E6 e do peptídeo A2 durante a simulação de 

dinâmica molecular. 

 

Gráfico representativo dos valores de RMSD dos átomos da cadeira principal em relação à estrutura 
inicial de E6 (A) e do peptídeo A2 (B) em função do tempo (ns).  
 
 

Figura 29 – Estrutura helicoidal do peptídeo A2 ao longo da simulação de dinâmica 

molecular. 

 
Gráfico representativo do cálculo das conformações de estrutura secundária de cada resíduo do 
peptídeo A2 (1 a 9) durante a simulação de dinâmica molecular.   
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Figura 30 – Estabilidade das poses de ligação do peptídeo A2 durante a simulação de 

dinâmica molecular 

  

Gráfico representativo do cálculo na variação do RMSD 2D do peptídeo A2 durante a simulação de 
dinâmica molecular. O cálculo do RMSD foi feito considerando todos os átomos pesados dos resíduos 
peptídicos, após sobreposição de 5.000 momentos. Os quadrados pretos representam as três poses 
observadas durante a simulação, definidas pelo agrupamento das poses observadas utilizando como 
corte a distância de 3 Å.   

 

 Ao analisar três das poses mais estáveis do peptídeo A2 no bolso de ligação 

da proteína E6 durante a análise de dinâmica molecular, foi observado que A2 é capaz 

de formar pontes de hidrogênio com diversos resíduos de E6, bem como interações 

com moléculas de água presentes na simulação que mediam interações deste com a 

proteína. A região C-terminal do peptídeo também é capaz de formar pontes salinas 

com resíduos de arginina da E6, particularmente com os resíduos 77 e 129.  Também 

foram encontradas diversas interações hidrofóbicas com os resíduos da cavidade. 

Interessantemente, observou-se interações cátion-pi e pi-stacking entre A2 e E6, 

inéditas para as ligações de aminoácidos já descritas nesta região da proteína E6 

(Tabela 4). Se por um lado, a identificação dos peptídeos A2 e A10 corroboram dados 

já descritos na literatura com relação ao sítio de interação da oncoproteína E6 a seus 

ligantes, os estudos de docking e dinâmica molecular revelam um novo modo de 
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interação entres estes pares ligantes. Este conhecimento poderá ser útil no desenho 

racional de novas moléculas inibidoras de E6 para o tratamento de doenças causadas 

pelo HPV.  

 

Tabela 4 – Principais interações entre resíduos de A2 e E6. Descrição e estabilidade das interações 
entre resíduos de aminoácidos do peptídeo A2 e da proteína E6 encontradas na simulação de dinâmica 
molecular. A estabilidade da interação foi considerada baixa (<20%), média (20-40%) ou alta (> 40 %) 
de acordo com o tempo de permanência (ns) da interação em relação ao tempo total de simulação.  

 

Interação Resíduo da E6 Resíduo do A2 Estabilidade na simulação 

Ponte de 

Hidrogênio 

Arg129 6 Alta 

His78 7 Alta 

Arg10 1 Média 

Tyr32 7 Média 

Ser74 7 Média 

Arg129 9 Média 

Gln7 1 Baixa 

Cys51 1 Baixa 

Cys51 4 Baixa 

Ponte Salina 

Arg77 9 Alta 

Arg129 9 Alta  

Arg10 1 Média 

Cation-pi 
Arg129 9 Alta 

Arg131 7 Alta 

Pi-Stacking Tyr32 9 Baixa 

 

 

Comparando-se as interações entre A2 e E6 com as interações previamente 

descritas dos motivos LxxLL com esta proteína, à exceção das interações pi, há 

interações com E6 em comum entre A2 e todos os motivos, com maior concordância 

das interações com a sequência ELTLQELLGEER, encontrada na proteína E6AP 

(PDB 4GIZ e 4XR8; Tabela 5).  
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Tabela 5 – Comparação das interações entre E6 e o peptídeo A2 com as interações entre E6 e 
outros peptídeos com o motivo LxxLL. Estabilidade das interações estabelecidas pelo peptídeo A2 
durante a simulação de dinâmica molecular (ausente, baixa, média ou alta) em comparação à presença 
(+) ou ausência (-) das mesmas interações em estruturas previamente descritas de E6 interagindo com 
ligantes LxxLL (PDB 6SJA, LDELL de IRF3; 4GIZ, 4XR8: LQELL de E6AP).   
 

Interação Resíduo de E6 
A2 

(Simulação) 
EDILDELLGNMV 

(PDB 6SJA) 
ELTLQELLGEER 

(PDB 4GIZ) 
ELTLQELLGEER 

(PDB 4XR8) 

Pontes de 

hidrogênio 

Gln7 Baixa - -  - 

Arg10 Média - - + 

Tyr32 Média - - -  

Cys51 Baixa + + + 

Arg55 Baixa - + + 

Ser74 Média -  -  - 

His78 Alta -  - + 

Arg102 Baixa +  - + 

Arg129 Alta + +  - 

Arg131 Baixa  - +  - 

Ponte Salina 

Arg10 Média + +  - 

Lys11 Baixa  - +  - 

Arg55 Ausente  - + + 

Arg77 Alta  -  -  - 

Arg129 Alta +  - + 

Arg131 Baixa +  -   

Cation-pi 
Arg129 Alta  -  -  - 

Arg131 Alta  -  -  - 

Pi-Stacking Tyr32 Baixa -   -  - 

 

  

Por fim, ao comparar os resíduos de aminoácido da proteína E6 de HPV16 que 

interagiram com o peptídeo A2 no docking molecular com os resíduos presentes na 

E6 de outros tipos virais, nota-se que são conservados entre os HPV de alto risco 

oncogênico (18, 31, 33, 45 ,52, 58), mas não entre os tipos 6 e 11, de baixo risco 

oncogênico (Figura 31). A maior diferença de sequência entre os tipos de alto risco foi 

de 13,6% (3 resíduos diferentes em 22 resíduos) para os HPVs 45 e 52, enquanto os 

de baixo risco, representados pelos tipos virais 6 e 11 (últimas linhas), apresentaram 

quase três vezes mais resíduos diferentes, com 8 divergências em 22 aminoácidos 

(36,3%).  
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Figura 31 – Resíduos da proteína E6 preditos nas interações com o peptídeo A2 conservados entre os HPV de alto risco oncogênico, mas 
não entre os de baixo risco. 

 
Alinhamento das sequências de aminoácidos das proteínas E6 dos HPV 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58 disponíveis do banco Uniprot com destaque para resíduos 
com possíveis interações hidrofóbicas (A) ou polares (B) com o peptídeo A2.  Software MEGA-X, alinhamento ClustalW, configurações-padrão. Os quadros 
laranja destacam as interações hidrofóbicas, enquanto as polares estão divididas em pontes de hidrogênio (em azul; linha contínuas para interações com a 
cadeia lateral e linhas tracejadas para interação com a cadeira principal), pontes salinas (cinza) e interações cátion-pi (verde).
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4.7 Análise funcional dos peptídeos A2 e A10 em linhagens 

celulares  

O primeiro parâmetro analisado foi a capacidade de internalização espontânea 

dos peptídeos nas linhagens SiHa (HPV16-positiva) e C33a (HPV-negativa). Apenas 

o peptídeo A2 fusionado à penetratina (FITC-PenA2), um peptídeo de penetração 

celular, atravessou espontaneamente a membrana celular. Os peptídeos FITC-A2, 

FITC-A10 e o controle FITC-FRW demonstraram baixa capacidade de internalização 

(Figura 32 e 33).  

Figura 32 – Internalização dos peptídeos na linhagem celular C33a. 

 

As células foram tratadas com 10µM de peptídeo por 1h, incubadas com tripsina para remover 
peptídeos aderidos ao exterior da célula e ressuspendidas em PBS para análise por citometria de fluxo. 
A, C. Histogramas representativos de contagem de células (% do total de eventos) por intensidade de 
fluorescência de FITC do controle (sem peptídeo; em vermelho) e dos tratamentos por FITC-A2 (roxo), 
FITC-A10 (preto) e FRW-FITC (azul), FITC-Pen (rosa) e FITC-Pen-A2 (amarelo) para a linhagem C33a. 
B, D. O gate adicional R2 foi estabelecido no canal BL1-H, com destaque para a grande população de 
células incubadas com FITC-Pen-A2 positivas para FITC. Os experimentos foram realizados em 
triplicatas e replicatas representativas foram utilizadas para construção dos histogramas. 
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Figura 33 – Internalização dos peptídeos na linhagem celular SiHa. 

 
As células foram tratadas com 10µM de peptídeo por 1h, incubadas com tripsina para remover 
peptídeos aderidos ao exterior da célula e ressuspendidas em PBS para análise por citometria de fluxo. 
A, C. Histogramas representativos de contagem de células (% do total de eventos) por intensidade de 
fluorescência de FITC do controle (sem peptídeo; em vermelho) e dos tratamentos por FITC-A2 (roxo), 
FITC-A10 (preto) e FRW-FITC (azul), FITC-Pen (rosa) e FITC-Pen-A2 (amarelo) para a linhagem SiHa. 
B, D. O gate adicional R2 foi estabelecido no canal BL1-H, com destaque para a grande população de 
células incubadas com FITC-Pen-A2 positivas para FITC. Os experimentos foram realizados em 
triplicatas e replicatas representativas foram utilizadas para construção dos histogramas. 
 

  

A internalização dos fagos que expressam os peptídeos A2 e A10 foi 

adicionalmente avaliada por imunofluorescência nas mesmas linhagens celulares. 

Apresentados pelos fagos, foi observada alguma capacidade dos peptídeos de 

atravessar a membrana celular, mas a internalização não se mostrou homogênea 

(Figura 34 e 35).  
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Figura 34 – Internalização de fagos na linhagem celular C33a. 

 
 

As células C33a foram plaqueadas em lâminas de 8 poços e incubadas por 24h com 2x109 TU de fago 
selvagem (Fd), expressando a sequência A2 ou a A10. Foram lavadas, fixadas e permeabilizadas 
(direita) ou não (esquerda) para detecção dos fagos com anticorpo primário anti-fago e anticorpo 
secundário fluorescente (vermelho), com marcação dos núcleos por DAPI (azul). As lâminas foram 
analisadas em microscópio EVOS FLoyd. Aumento de 200X.  
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Figura 35 – Internalização de fagos na linhagem celular SiHa. 

 

 
 

As células SiHa foram plaqueadas em lâminas de 8 poços e incubadas por 24h com 2x109 TU de fago 
selvagem (Fd), expressando a sequência A2 ou a A10. Foram lavadas, e permeabilizadas (direita) ou 
não (esquerda) para detecção dos fagos com anticorpo primário anti-fago e anticorpo secundário 
fluorescente (vermelho), com marcação dos núcleos por DAPI (azul). As lâminas foram analisadas em 
microscópio EVOS FLoyd. Aumento de 200X. 

 

Ainda assim, os peptídeos em sua forma sintética foram então administrados 

às células em cultura para avaliar se estes poderiam interferir na viabilidade celular 

das linhagens. Para tal, foi utilizado WST-1, um sal tetrazólico cuja conversão em 

formazan acontece via sistema succinato-tetrazólio redutase, parte da cadeia 

respiratória da mitocôndria. Este ensaio pode ser utilizado para inferência de 
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viabilidade celular, uma vez que esta via só permanece ativa em células viáveis. 

Observou-se redução da viabilidade apenas para as células C33a tratadas com o 

peptídeo FITC-PenA2 (Figura 36). Ao microscópio, verificou-se que o peptídeo forma 

agregados microscópicos que se depositam sobre as células em cultura (Figura 37).  

 

Figura 36 – Atividade metabólica de células tratadas com os peptídeos FITC-A2, FITC-Pen-

A2 e FITC-A10. 

 

Células C33a ou SiHa foram incubadas com 10 µM ou sem os peptídeos sintéticos (24 a 72 h) e a 
atividade metabólica foi determinada pelo método de WST-1. A medida da absorbância foi utilizada 
para inferência do número de células por poço relativo ao número de células iniciais (0 h). Todas as 
condições foram testadas em triplicata. Dados representados pela média ± desvio padrão. Two-way 
ANOVA com post-hoc test de Dunnet. *p<0,05. 
 
 

Figura 37 – Linhagens C33a e SiHa em cultura com administração de peptídeos. 

 

A. Micrografia dos poços de cultivo de células C33a (superior) e SiHa (inferior) com administração do 
veículo (DMSO) ou dos peptídeos FITC-A2 e FITC-Pen-A2, este último apresentando agregados de 
peptídeo insolúvel sobre as células. Aumento de 100 X.  
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Embora seja capaz de internalizar espontaneamente nas células (Figura 32 e 

33), o peptídeo A2 fusionado à Penetratina (FITC-PenA2) demonstrou menor 

capacidade de competição com o fago correspondente quando comparado ao FITC-

A2, além de baixa solubilidade em diversos tampões testados. Uma vez que a 

reduzida solubilidade e a toxicidade do peptídeo FITC-PenA2 em linhagens celulares 

pode se relacionar com a fusão ao FITC (PUCKET & BARTON, 2009), foi 

encomendado o peptídeo A2 em fusão à Penetratina sem marcação por FITC, 

denominado PenA2. Quando comparado com FITC-A2 e FITC-PenA2, PenA2 

necessitou de concentrações maiores (150 e 300 µM) para inibir a ligação do fago A2 

à GST-E6 imobilizada em placa (Figura 38), mas apresentou solubilidade muito 

superior.  

 Porém, quando testado em diversas linhagens celulares, o peptídeo PenA2 não 

efeito consistente sobre a viabilidade de linhagens HPV16-positivas, como SiHa e 

SCC90, ou HPV-18 positivas, como a HeLa, apresentando apenas efeitos citotóxicos 

inespecíficos em linhagens HPV-negativas, como C33a e HEK293 (Figuras 39 e 40).  
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Figura 38 – Competição do peptídeo A2 fusionado à penetratina com o fago A2 pela 

ligação à GST-E6. 

 

A. Ensaio de ligação de fagos à proteína E6-GST imobilizada na presença de 50 µM ou ausência dos 
peptídeos A2 e PenA2 marcados ou não com FITC. O número de unidades transdutoras de fagos 
recuperados foi normalizado em relação à média de TU recuperadas sem competição (-). A 
concentração final de DMSO no ensaio foi de 0,5 %. Valores representados pela média ± SEM. One-
way ANOVA com pós-teste de Dunnett. ***p<0,0001, **p=0,001. B. Ensaio de ligação de fagos à 
proteína E6-GST imobilizada na presença dos peptídeos Pen e PenA2 marcados nas concentrações 
de 50, 100 e 300 µM. Valores representados pela média ± SEM. Resultado de três experimentos com 
resultados similares. Two-way ANOVA com pós-teste de Sidak, ***p<0,0001. 
 

 

Figura 39 – Atividade metabólica de linhagens celulares tratadas com o peptídeo PenA2. 

 
Células C33a ou SiHa foram incubadas com ou sem os peptídeos sintéticos (48 a 96 h) e a atividade 
metabólica foi determinada pelo método de WST-1. A medida da absorbância foi utilizada para 
inferência do número de células por poço relativo ao número de células iniciais (0 h). Todas as 
condições foram testadas em triplicata. Dados representados pela média ± desvio padrão. Two-way 
ANOVA com post-hoc test de Dunnet. *p<0,05. 
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Figura 40 – Atividade metabólica de linhagens celulares tratadas com o peptídeo PenA2. 

 

Células C33a, SiHa, SCC90, HeLa e HEK293T foram incubadas com ou sem os peptídeos sintéticos 
(24, 48, 72 h) e a atividade metabólica foi determinada pelo método de WST-1. A medida da 
absorbância foi utilizada para inferência do número de células por poço relativo ao número de células 
iniciais (0 h). Todas as condições foram testadas em triplicata. Dados representados pela média ± 
desvio padrão. Two-way com post-hoc test Dunnett, * p<0.05. 
 
 

4.8 Ligação fago-proteína como ferramenta: varredura do banco 

de compostos “Pandemic Response Box”.  

A interação fago-proteína entre o peptídeo A2 e a proteína E6 mostrou-se 

altamente específica e foi utilizada como base para o delineamento de um ensaio de 

displacement screening. O racional para este experimento baseia-se no conceito de 

que se um composto mimetizar o peptídeo A2 ou A10, ele será capaz de competir 

pela ligação do respectivo fago à oncoproteína E6. Ou seja, este ensaio permite 

encontrar compostos ligantes da proteína E6 que, desta maneira, pudessem competir 

com o fago e deslocar sua ligação. Uma vez que o banco de compostos em questão 

recomenda a solubilização dos compostos em DMSO, foram incialmente realizados 

ensaios de ligação de fagos na presença de diferentes concentrações de DMSO, para 

verificar a tolerância do ensaio de competição de fagos a este solvente. Assim, 
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determinou-se que as concentrações de 0,5%, 1% e 2% de DMSO seriam utilizadas 

no ensaio, com inibição máxima de 20% da ligação de fagos (dados não 

apresentados).   

Os 400 compostos foram testados por sua capacidade de inibir a ligação de A2 à 

GST-E6 imobilizada em placa em combinações de cinco compostos a 10 µM cada, à 

exceção de alguns compostos da placa E, testados individualmente (Figura 6).  

Destes, as combinações D2 e E2 da placa E destacaram-se pelo efeito inibitório e 

seus compostos foram testados individualmente (Figuras 41), sendo determinados os 

compostos responsáveis pelo efeito observado: D10, E08 e E09.  Estes foram então 

testados em diferentes concentrações: 5, 10 e 20 µM. Os compostos E08 e E09 

também foram testados em conjunto, para avaliar possível efeito sinérgico destes 

compostos no resultado do teste da combinação E2 (Figura 42). Ademais, estes 

compostos também foram testados nas combinações D2 e E2 ou individualmente em 

ensaios de competição com o fago A10 pela ligação à GST-E6, havendo competição 

dos compostos D07, E08 e E09, com resultado limiar do composto D10 (Figura 43).  
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Figura 41 – Ensaio de competição do fago A2 com compostos da placa E pela ligação à 
GST-E6. 

 
Ensaio de ligação de fagos na ausência ou presença de pools compostos do Pandemic Response Box. 
Os valores foram normalizados em relação ao controle sem competição (+ DMSO). A linha azul 
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrão acima ou abaixo da média. 
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estão abaixo de um desvio-padrão 
em relação à média dos controles. Pep = 10µM do peptídeo A2. 
 

Figura 42 – Ensaio de competição do fago A2 com compostos da placa E pela ligação à 

GST-E6. 

 

 
Ensaio de ligação de fagos na ausência ou presença de compostos do Pandemic Response Box nas 
concentrações de 5, 10 e 20 µM. Os valores foram normalizados em relação ao controle sem 
competição (+ DMSO). A linha azul representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-
padrão acima ou abaixo da média. As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas 
estão abaixo de um desvio-padrão em relação à média dos controles. Pep = 10µM do peptídeo A2. 
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Figura 43 – Ensaios de competição do fago A10 com pools e compostos da placa E pela 
ligação à GST-E6. 

 
Ensaio de ligação de fagos na ausência ou presença de pools compostos do Pandemic Response Box. 
Os valores foram normalizados em relação ao controle sem competição (+ DMSO). A linha azul 
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrão acima ou abaixo da média. 
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estão abaixo de um desvio-padrão 
em relação à média dos controles. Pep = 10µM do peptídeo A10. 
 

  

O Pandemic Response Box é constituído por compostos antiprotozoário, 

antibacterianos e antivirais. Curiosamente, os compostos D10 (MMV1782352, 

CHEMBL196779), E08 (MMV1580498, CHEMBL2364624) e E09 (MMV1782211, 

CHEMBL1163676) fazem parte da divisão de antivirais do banco de pequenas 

moléculas Pandemic Response Box e suas estruturas estão demonstradas na Figura 

44. Estes compostos foram aplicados em ensaios de viabilidade celular com as 

linhagens celulares C33a e HEK293T (HPV-negativas), SCC90 e SiHa (HPV16) e 

HeLa (HPV18). Nestes, o composto E09 reduziu significativamente a viabilidade das 

células SiHa, SCC90 e HeLa em cultura, embora tenha demonstrado algum efeito 

citotóxico nas linhagens C33a após 96 h. A linhagem SCC90 demonstrou-se 

particularmente sensível a todos os compostos, sendo mais afetada pela 

administração de E09 (Figuras 45 e 46). 
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Figura 44 – Compostos do Pandemic Response Box com potencial para inibição da 

atividade da proteína E6. 

 

Estrutura química, nome popular, peso molecular (PM) e denominação dos compostos D10, E08, E09 
do banco de pequenos compostos Pandemic Response Box. 
.   
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Figura 45 – Atividade metabólica de linhagens celulares tratadas com os compostos do 
Pandemic Response Box. 

Células C33a (direita) ou SiHa (esquerda) foram incubadas com 20 µM ou sem os compostos 
individuais (24 a 72 h) e a atividade metabólica foi determinada pelo método de WST-1. A medida da 
absorbância foi utilizada para inferência do número de células por poço relativo ao número de células 
iniciais (0 h). Todas as condições foram testadas em triplicata. Dados representados pela média ± 
desvio padrão. Two-way ANOVA com post-hoc test de Dunnet. *p<0,05. 
 

 
Figura 46 – Atividade metabólica de linhagens celulares tratadas com os compostos do 

Pandemic Response Box. 

 
Células C33a, SCC90, HeLa e HEK293T foram incubadas com 10 µM ou sem os compostos individuais 
(24 a 72 h) e a atividade metabólica foi determinada pelo método de WST-1. A medida da absorbância 
foi utilizada para inferência do número de células por poço relativo ao número de células iniciais (0h). 
Todas as condições foram testadas em triplicata. Dados representados pela média ± desvio padrão. 
Two-way ANOVA com post-hoc test Dunnett, * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0001.   



98 
 

 

5. DISCUSSÃO  

Desde a descoberta de que o silenciamento das oncoproteínas do HPV leva as 

células infectadas à apoptose, muitas estratégias para bloquear E6 foram propostas, 

desde peptídeos até anticorpos e compostos orgânicos (BUTZ et al., 2003; DYMALLA 

et al., 2009; VERACHI et al., 2018; CELEGATO et al., 2020). No presente trabalho, 

descrevemos uma sequência peptídica ligante de E6 inédita, que foi validada e teve 

seu sítio de ligação definido. A partir desta interação, desenvolvemos um método de 

varredura por displacement screening de banco de compostos que pode ser utilizado 

para avaliação preliminar de novos ligantes de E6 in vitro com menor custo e menos 

laborioso que os ensaios em linhagens celulares. 

Embora diversas estratégias para o desenvolvimento de inibidores de E6 e E7 

tenham sido propostas, nenhuma delas foi otimizada para uso terapêutico. Uma 

terapia-alvo direcionada às oncoproteínas E6 e E7 do HPV permitiria o tratamento dos 

indivíduos infectados durante a janela de infecção pelo HPV, precedendo o 

desenvolvimento tumoral. Ademais, esta estratégia terapêutica apresenta um 

diferencial importante: as oncoproteínas virais não tem similaridade com proteínas 

celulares (MITTAL; BANKS, 2017). Ou seja, assim como as terapias antimicrobianas, 

a possibilidade de desenvolvermos compostos com poucos efeitos colaterais e alta 

eficácia é altamente provável. Dentre as estratégias de inibição, já foram 

desenvolvidos peptídeos, aptâmeros de RNA, anticorpos em diferentes 

apresentações e pequenas moléculas orgânicas capazes de se ligar à E6 e impedir 

sua atividade na célula (LAGRANGE et al., 2007; DYMALLA et al., 2009; MALECKA 

et al., 2014; BONETTA et al., 2015; VERACHI et al., 2018; TOTEGMA et al., 2019). 

Embora muitos deles tenham tido sucesso nos ensaios in vitro e in cell, eles 

fracassaram nos testes pré-clínicos ou clínicos, demonstrando a dificuldade em 
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desenvolver bloqueadores para estas proteínas altamente especializadas em 

subverter o ciclo celular a seu favor (JANSEN et al., 2011; BASU et al., 2013; GARCIA 

et al., 2014).  

Dentre os desafios no desenvolvimento de inibidores, podemos destacar 

primariamente a dificuldade em isolar ou produzir as proteínas E6 e E7 de HPV16 em 

sistemas heterólogos. A E6 é formada por 151 aminoácidos, sendo que 14 deles são 

cisteínas que formam pontes dissulfeto para estabilizar sua estrutura (NOMINE et al., 

2001a). A correta formação destas pontes é um desafio na produção da proteína em 

sistema bacteriano, que carece de chaperonas para auxiliar no correto dobramento, 

favorecendo assim a agregação proteica (NOMINE et al., 2001b; LIU et al., 2009). 

Esta agregação pode ser reduzida com mutações em cisteínas não-conservadas 

(NOMINÉ et al, 2006; ZANIER et al., 2007; MARTINEZ-ZAPIEN et al., 2016). Esta 

estratégia é útil para estudos estruturais, mas pode introduzir viés nos estudos de 

seleção de ligantes. Um diferencial do nosso estudo foi, portanto, o uso da proteína 

E6 fusionada à GST, o que auxiliou no correto enovelamento desta oncoproteína, 

além de facilitar sua purificação, mantendo sua função sem a necessidade de 

introduzir mutações (BOON et al., 2015).  

Já a E7, por sua vez, é formada por 98 aminoácidos, dos quais 

aproximadamente metade encontra-se em regiões intrinsecamente desordenadas 

que só se estabilizam na presença do ligante (GARCIA-ALAI, ALONSO E PRAT-GAY, 

2007; CALÇADA et al., 2013). Tendo isto em mente, e buscando favorecer a seleção 

de ligantes nesta proteína, o panning foi feito em solução. Isto permitiria que a proteína 

se acomodasse estruturalmente em torno de um possível ligante peptídico; mas, ainda 

assim, não foi possível identificar (ou validar) ligantes promissores para esta proteína 

no presente estudo. Ademais, E7 é fosforilada em diferentes regiões da proteína nas 
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células infectadas, sendo sua atividade modulada por estas diferentes modificações 

pós-traducionais (NOGUEIRA et al., 2017; BASUKALA et al., 2019). Estas 

características são difíceis de serem reproduzidas na proteína recombinante 

produzida de forma heteróloga em bactéria.  

Porém, vale ressaltar que a lista de potenciais ligantes para E7 já identificados 

na literatura é bastante extensa. Desta maneira, é possível que nossos resultados 

corroborem este fato, evidenciando que os diversos peptídeos identificados pelo 

phage display mimetizam diferentes pontos de ligação de proteínas-alvo de E7 

distintas, sem que haja um motivo peptídico claro, como no caso do motivo LxxLL da 

oncoproteína E6.  

Por outro lado, a proteína E6 apresenta uma conformação bem determinada, 

sendo a seleção de ligantes para ela bem-sucedida utilizando-se a proteína de fusão 

GST-E6 imobilizada em placa com etapas de clarificação contra GST em todos os 

ciclos. Por meio desta estratégia, foram selecionados peptídeos que, embora não 

apresentassem sequência primária idêntica, compartilham características físico-

químicas importante e conservadas: um centro negativo flanqueado por aminoácidos 

hidrofóbicos e aromáticos (Figura 11). Tais peptídeos apresentados pelos fagos foram 

validados pela interação específica em ensaios de ligação contra outras proteínas, 

como GST e E7, e pela competição com proteínas em solução e com anticorpos 

específicos anti-E6. Na forma de peptídeos sintéticos, A2 e A10 foram capazes de 

competir com seu fago correspondente e de forma cruzada, demonstrando afinidade 

pelo mesmo sítio de ligação em E6.  

Até onde sabemos, as sequências de A2 e A10 são inéditas e nunca foram 

descritas em outros estudos de phage ou yeast display contra E6, enaltecendo a 

relevância da utilização das bibliotecas construídas em nosso laboratório (ELSTON et 
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al., 1998; BUTZ et al., 2000; DYMALLA et al., 2009, ZHU et al., 2021). Devido à 

estratégia de construção da biblioteca X6, alguns insertos encontrados (A10, C3) eram 

maiores do que o esperado, refletindo uma amplificação indesejada durante sua 

construção. Este fato demonstra a capacidade de seleção de peptídeos maiores que 

a biblioteca em questão, de até 24 aminoácidos, expostos no capsídeo de fagos, 

abrindo precedente para a construção de outras bibliotecas.  

  Como sequências inéditas, tornou-se necessário analisar o sítio de interação 

dos peptídeos na proteína E6, tarefa realizada por duas abordagens: produção isolada 

dos domínios da proteína e análises in silico da interação dos peptídeos com a E6. Ao 

produzir E6 contendo apenas a porção N ou a C-terminal, ficou evidente que a deleção 

de qualquer um dos domínios reduzia, mas não abolia, a ligação dos peptídeos A2 e 

A10, enquanto o domínio PDZ não contribui para a ligação (Figura 22). A hipótese de 

que o sítio de ligação do peptídeo A2 era composto por ambos os domínios N e C-

terminais foi confirmada pelos estudos in silico. Por esta abordagem, foi demonstrado 

que o peptídeo A2 é capaz de se acomodar no bolso de ligação já descrito para os 

alvos celulares de E6, como IRF3 e E6AP. A E6AP é uma ubiquitina-ligase capaz de 

mediar a interação de E6 com diversas outras proteínas, como p53 e BAK, enquanto 

a ligação com IRF3 contribui para a evasão imune; em conjunto, todas estas 

interações evitam a apoptose da célula infectada por HPV e, em última instância, da 

célula tumoral que expressa E6 (TUNGTEAKKHUN; DUERKSEN-HUGHES, 2008). 

Tanto E6AP quanto IRF3 compartilham o motivo “LxxLL”, uma hélice formada por 

leucinas e resíduos ácidos, representados por “x”, que se acomoda no bolso de 

ligação rico em argininas (ZANIER et al., 2013). Apesar de A2 não compartilhar a 

sequência primária com tais motivos, suas características físico-químicas são 
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semelhantes e sua estrutura proposta por modelagem também é uma hélice, capaz 

de se sobrepor às hélices formadas pelos motivos LxxLL (Figura 26).    

Por meio da simulação de dinâmica molecular, a interação de A2 no bolso de 

ligação de LxxLL da E6 foi estável, embora algumas ligações sejam de outra natureza 

ou ocupem posições diferentes quando comparados aos peptídeos de alvos 

canônicos de E6, como EDILDELLGNMV (PDB 6SJA), que faz parte de IRF3, e 

ELTLQELLGEER (PDB 4GIZ e 4XR8), parte da E6AP. Dentre as interações que 

diferem, destacam-se as cátion-pi, interações de anéis aromáticos dos resíduos de A2 

com argininas do bolso de ligação de E6 (Arg129, Arg131), altamente estáveis durante 

a simulação. Sendo o phage display uma metodologia combinatorial de resíduos de 

aminoácidos, as bibliotecas apresentam virtualmente todas as combinações 

possíveis, incluindo as sequências LxxLL presentes nos ligantes de E6. Notavelmente, 

as sequências selecionadas foram capazes de deslocar a ligação destes motivos, uma 

vez que nenhum fago expondo sequências LxxLL foi identificado nos 

sequenciamentos após o panning. Neste sentido, é importante considerar a 

possibilidade de A2 e suas interações específicas serem capazes de deslocar a 

ligação dos alvos celulares com E6, ressaltando a importância das interações e 

sequências descobertas neste trabalho.   

Com o intuito de utilizar a ligação do peptídeo A2 na proteína E6 como 

ferramenta para busca de outros ligantes desta proteína, nosso grupo desenvolveu 

um ensaio que possibilitou a varredura de um banco de compostos de baixo peso 

molecular. Trata-se de uma seleção de 400 compostos com atividade antibacteriana, 

antifúngica ou antiviral, disponibilizados pela iniciativa Medicines for Malaria Venture 

para impulsionar a descoberta de novas terapias para doenças negligenciadas. 

Embora os compostos tenham demostrado efeito de competição com o fago A2 e 
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reduzido a proliferação das linhagens celulares, preferencialmente na dose de 10 µM 

para as linhagens HPV-positivas (HeLa e SSC90), ainda demonstrou atividade 

inespecífica sobre a linhagem C33a, HPV-negativa. Assim, experimentos de 

otimização de dose e teste de compostos análogos podem conferir vantagens a um 

efeito HPV-específico. Ademais, o estabelecimento de controles de células não 

tumorais nestes experimentos é um desafio e, embora células epiteliais embrionárias 

de rim (HEK293T) não necessariamente reflitam o melhor modelo para controle de 

citotoxicidade inespecífica, não foram afetadas pelos compostos, sugerindo um efeito 

direcionado às células tumorais.  

Além dos compostos testados, os próprios peptídeos foram avaliados quanto à 

sua capacidade de internalização e interferência na viabilidade celular. Os peptídeos 

sintéticos marcados com FITC foram analisados por citometria de fluxo e apenas 

FITC-PenA2 internalizou espontaneamente em quantidade considerável nas 

linhagens C33a e SiHa nas concentrações testadas (Figuras 32 e 33). Devido a 

dificuldades na solubilidade, a construção sem FITC foi encomendada (PenA2), e 

embora presuma-se que esta também seja capaz de atravessar a membrana celular, 

o peptídeo A2 fusionado à Penetratina não parece se ligar com alta afinidade à E6 

(Figura 38). Este resultado é compreensível à luz da natureza química da Penetratina, 

um peptídeo de penetração celular, portanto com cargas positivas. Devido ao caráter 

negativo do peptídeo A2, é de se esperar que haja interações entre A2 e a Penetratina, 

reduzindo a capacidade de ligação de A2 à E6. A internalização dos fagos 

apresentando os peptídeos A2 e A10 também foi testado nas mesmas linhagens por 

imunofluorescência, mas não se mostrou consistente (Figuras 34 e 35). A partir da 

análise da viabilidade celular, buscou-se sugestões de que as vias de apoptose 

pudessem ser reativadas nestas células, o que era esperado para ligantes capazes 
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de interferir na ligação de E6 e E6AP. Nestes testes, FITC-PenA2 reduziu a viabilidade 

da linhagem C33a, um efeito inespecífico provavelmente relacionado a sua 

insolubilidade no meio de cultura e consequente presença de agregados sobre as 

células (Figura 36). O peptídeo PenA2 (sem a marcação por FITC) também foi testado, 

mas não apresentou resultados satisfatórios na inibição da viabilidade celular, 

sugerindo mais uma vez que a Penetratina poderia interferir na atividade de A2 

(Figuras 39 e 40).  

 Embora peptídeos em geral não sejam bons fármacos, pela sua 

susceptibilidade à ação de proteases e incapacidade de atravessar membranas 

biológicas, eles são ferramentas úteis para o desenho racional de fármacos e de 

farmacóforos. Os farmacóforos permitem estabelecer exigências de interação 

mínimas necessárias a um determinado ligante para interagir com seu sítio de ligação. 

Esta abordagem já foi utilizada por Baleja e seus colaboradores (2006) e pode ser 

aplicada também ao peptídeo A2. As interações cátion-pi descritas, por exemplo, 

podem ser mimetizadas por compostos aromáticos. De fato, a grande maioria dos 

compostos já caracterizados com potencial para inibir E6 apresentam anéis 

aromáticos (MALECKA et al., 2014; RIETZ et al., 2016; CLEMENTE-SOTO et al, 2019; 

RICCI-LOPEZ et al., 2019), assim como os compostos identificados no Pandemic 

Response Box descritos no presente trabalho. 

É importante considerar que os peptídeos e compostos descritos neste estudo 

podem apresentar limitações para atravessar a membrana, manterem-se estáveis, 

distribuírem-se e atuar sobre a proteína E6 quando administrados às células em 

cultura. Isso pode explicar a inconsistência entre a ligação e a especificidade 

observadas nos ensaios com a proteína recombinante e a ausência de efeitos 

específicos nas linhagens celulares. Ademais, os peptídeos e compostos ainda podem 



105 
 

 

ter suas propriedades de ligação, estabilidade e farmacodinâmica otimizadas em 

estudos futuros.  

Os testes in vitro podem ser laboriosos e limitar o número compostos a serem 

testados, mesmo nas varreduras em larga escala (MALECKA et al., 2014; CHITSIKE 

et al., 2021). Contudo, os ligantes peptídicos ou pequenos compostos encontrados 

aqui podem ser o elo entre inibidores recém-descobertos e uma terapia efetiva contra 

o HPV. Com a ampla gama de tecnologias de análise in silico disponíveis hoje e 

atualizadas em grande velocidade, os inibidores já descritos podem ser utilizados e 

comparados, servindo como lead para o desenvolvimento racional de fármacos 

(SOUMIA et al., 2022).  

Finalmente, o novo ligante peptídico aqui descrito interage com aminoácidos 

altamente conservados nas proteínas E6 produzidas por HPV de alto risco oncogênico 

e mais prevalentes em tumores do colo do útero (HPV 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58; 

Figura 31), demonstrando potencial para ser utilizado no desenho racional de um novo 

inibidor com atividade sobre todos estes tipos virais. Destaque-se que o HPV 16 é 

também o agente causal da grande maioria dos tumores de vulva, vagina, pênis, ânus 

e orofaringe atribuíveis a esta infecção viral (SANJOSE et al., 2018). Assim, este 

estudo constitui mais um passo no esforço para o desenvolvimento de uma terapia 

eficaz contra a infecção e tumorigênese HPV-induzida, além de contribuir para 

estudos estruturais da proteína E6. Estes avanços, finalmente, poderão contribuir para 

a evolução do tratamento e beneficiar os milhares de pacientes que sofrem com lesões 

e tumores induzidos pela infecção por HPV.    
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6. CONCLUSÕES 

O câncer é um conjunto heterogêneo de doenças que afetam milhões de pessoas 

todos os anos e constituem importante causa de mortalidade e morbidade. Enquanto 

a maioria dos tumores só pode ser contida a custo da destruição de células saudáveis, 

o papel do papilomavírus humano no desenvolvimento de lesões precursoras e 

cânceres induzidos por esta infecção determina uma oportunidade única para o 

tratamento destas patologias, permitindo direcionar a terapia para um alvo 

exclusivamente viral, como a oncoproteína E6. Apesar do reconhecido sucesso das 

vacinas profiláticas contra o HPV, sua ação está condicionada à ausência de contato 

prévio com o vírus, excluindo os milhares de pacientes já acometidos por estas 

enfermidades. A ausência de fármacos eficazes e específicos para o tratamento da 

infecção e carcinogênese por HPV faz com que os pacientes sejam submetidos às 

mesmas terapias utilizadas para combater outros tumores, invasivas e debilitantes. 

Considerados estes pontos, torna-se imperativo o empenho no avanço do campo de 

pesquisa de tratamentos específicos, que levem em consideração o curso da doença 

por HPV. Neste cenário, nosso estudo constitui uma prova de conceito importante de 

que pequenas moléculas podem inibir a atividade das proteínas virais e busca 

contribuir, através da descrição de novas interações da oncoproteína E6, com o 

avanço no desenvolvimento de tratamentos específicos para combater a infecção e a 

tumorigênese induzida pelo HPV.  
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APÊNDICE 

APÊNDICE A – Análise completa dos ensaios de Displacement Screening: 

varredura do banco de compostos The Pandemic Response Box  

 

Figura 47 – Ensaio de competição do fago A2 com pool de compostos da placa A pela 

ligação à GST-E6. 

 
Ensaio de ligação de fagos na ausência ou presença de pools compostos do Pandemic Response Box. 
Os valores foram normalizados em relação ao controle sem competição (+ DMSO). A linha azul 
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrão acima ou abaixo da média. 
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estão abaixo de um desvio-padrão 
em relação à média dos controles. Pep = 10µM do peptídeo A10. 
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Figura 48 – Ensaio de competição do fago A2 com pool de compostos da placa B pela 

ligação à GST-E6. 

 
Ensaio de ligação de fagos na ausência ou presença de pools compostos do Pandemic Response Box. 
Os valores foram normalizados em relação ao controle sem competição (+ DMSO). A linha azul 
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrão acima ou abaixo da média. 
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estão abaixo de um desvio-padrão 
em relação à média dos controles. Pep = 10µM do peptídeo A10. 
 

 

  



122 
 

 

Figura 49 – Ensaio de competição do fago A2 com pool de compostos da placa C pela 

ligação à GST-E6.  

 
Ensaio de ligação de fagos na ausência ou presença de pools compostos do Pandemic Response Box. 
Os valores foram normalizados em relação ao controle sem competição (+ DMSO). A linha azul 
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrão acima ou abaixo da média. 
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estão abaixo de um desvio-padrão 
em relação à média dos controles. Pep = 10µM do peptídeo A10. 
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Figura 50 – Ensaio de competição do fago A2 com pool de compostos da placa D pela 

ligação à GST-E6.  

 

Ensaio de ligação de fagos na ausência ou presença de pools compostos do Pandemic Response Box. 
Os valores foram normalizados em relação ao controle sem competição (+ DMSO). A linha azul 
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrão acima ou abaixo da média. 
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estão abaixo de um desvio-padrão 
em relação à média dos controles. Pep = 10µM do peptídeo A10. 
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Figura 51 – Ensaio de competição do fago A2 com pool de compostos da placa E pela 

ligação à GST-E6.  

 
Ensaio de ligação de fagos na ausência ou presença de pools compostos do Pandemic Response Box. 
Os valores foram normalizados em relação ao controle sem competição (+ DMSO). A linha azul 
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrão acima ou abaixo da média. 
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estão abaixo de um desvio-padrão 
em relação à média dos controles. Pep = 10µM do peptídeo A10. 
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Figura 52 – Ensaio de competição do fago A2 com compostos da placa E pela ligação à 

GST-E6. 

 
Ensaio de ligação de fagos na ausência ou presença de compostos do Pandemic Response Box. Os 
valores foram normalizados em relação ao controle sem competição (+ DMSO). A linha azul representa 
a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrão acima ou abaixo da média. As setas 
vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estão abaixo de um desvio-padrão em 
relação à média dos controles. Pep = 10µM do peptídeo A10. 
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