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RESUMO

(Luchiari, H.R.) Novos ligantes peptidicos das oncoproteinas E6 e E7 de HPV 16: descoberta
e aplicacdes no desenvolvimento de terapias para tumores induzidos por HPV. 2022. 126p.
Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias Biolégicas (Bioquimica). Instituto

de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo.

O papilomavirus humano (HPV) é responsavel por aproximadamente 700 mil novos casos de
cancer anualmente, além de muitas infecgbes assintomaticas que podem progredir para lesdes
benignas, pré-malignas e malignas. Apesar da alta eficacia da vacina profilatica em prevenir a
infeccdo, ela ndo possui efeito terapéutico e, até 0 momento, ndo existem farmacos especificos
para o tratamento de individuos infectados pelo HPV. As oncoproteinas E6 e E7, codificadas a
partir do genoma viral, sdo capazes de se ligar a diversos alvos celulares e sdo essenciais para a
transformacao e manutencéo do fenétipo maligno na carcinogénese mediada pelo HPV. Sabe-se
que estas proteinas ndao possuem similaridade com proteinas celulares e que seu silenciamento
leva as células infectadas a apoptose, tornando-as alvos promissores para o desenvolvimento de
novas terapias. Assim, o objetivo do presente trabalho foi identificar ligantes peptidicos das
oncoproteinas E6 e E7 de HPV 16, o tipo viral mais prevalente nos tumores, que pudessem ser
utilizados para o desenvolvimento de tratamentos especificos para a tumorigénese e infec¢éo por
HPV. Utilizando a tecnologia de phage display e bibliotecas construidas em nosso laboratério,
foram encontradas sequéncias peptidicas inéditas que reconhecem E6 e E7. Os peptideos
selecionados contra a E6 mostraram-se altamente especificos e compartilharam um motivo central
com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, composto por residuos acidos flanqueados por
residuos hidrofébicos. A ligacdo dos peptideos ao bolso hidrofébico da E6, reconhecido por
diversos alvos celulares desta oncoproteina, foi validado por abordagens experimentais e analises
in silico. Os peptideos sintéticos foram testados em linhagens celulares de tumores HPV-positivos,
mas ndo demonstraram capacidade de internalizacdo ou efeito sobre a viabilidade celular. A
ligagdo peptideo-oncoproteina foi entdo 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 préprio ensaio poder ser utilizado como base
para a varredura de outros bancos de compostos. Ademais, as analises de docking e as
simulacdes de dindmica molecular evidenciaram novas interaces entre o peptideo identificado
neste estudo e a E6, fornecendo ferramentas para o desenho racional de inibidores da
oncoproteina. Estes achados contribuirdo para a evolucdo do tratamento, visando beneficiar os

milhares de pacientes que sofrem com les@es e tumores induzidos pela infec¢édo por HPV.

Palavras-chave: HPV. Oncoproteinas. Peptideos. Cancer. 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 Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo 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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Wingless-Type MMTV Integration Site Family, proteina da familia de sitios de
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1. INTRODUCAO

1.1 Oimpacto dainfeccéo pelo papilomavirus humano (HPV) e das

patologias associadas

A infeccao por HPV é responsavel por aproximadamente 700 mil novos casos
de cancer anualmente, além de muitas infec¢des assintométicas que podem progredir
para lesées benignas, pré-malignas e malignas (DE MARTEL et al., 2020; SERRANO
et al., 2018). Este virus é o agente etiolégico de virtualmente todos os canceres de
cérvice uterina, a quarta causa de morte por cancer entre as mulheres (SUNG et al.,
2021). Além da cérvice uterina, o HPV tem papel em outros canceres anogenitais e

de cabeca e pescoco (Tabela 1).

Tabela 1 — Incidéncia mundial de casos de cancer totais e atribuiveis a infec¢cdo por HPV.

Regido anatomica NoOVOS CASOS | Atribuiveis a Atribuiveis a infeccéo
infeccdo por HPV por HPV (%)

Ceérvice 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%
Anus* 40.000 35.000 88%*

Pénis 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 transformacdo maligna da célula séo
conhecidos como tipos de alto risco oncogénico (hr-HPV, high-risk Human
Papilomavirus), enquanto outros HPV, denominados de baixo risco oncogénico, estao

envolvidos na patogénese de neoplasias benignas, como verrugas genitais e a
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papilomatose laringea (SERRANO et al., 2018). O HPV 16 € o tipo mais prevalente
nas lesbes malignas, seguido pelos tipos 18 e 31 (DE VUYST et al., 2009; WEAVER,
2006). Aproximadamente 60% dos tumores de cérvice uterina sao causados pelo HPV
16, destacando a importancia deste tipo viral na carcinogénese (SANJOSE et al.,
2018).

Os HPV séao majoritariamente transmitidos via contato fisico direto. Os tipos
virais que infectam o trato anogenital sdo 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 transmissao digital-
genital, oral-genital e perinatal também devem ser consideradas (BURCHELL et al.,
2006). A infeccao por mais de um tipo viral € comum, sejam elas multiplas infeccdes
ou infecgBes sequenciais (KOPS et al., 2021).

A imunidade natural contra HPV € variavel, modesta e direcionada a um Unico
tipo (STANLEY, 2012; WOO et al., 2008). Felizmente, a maioria das infec¢bes €
resolvida pelo proprio organismo em até dois anos, e a falha na resolu¢éo da infec¢céo
€ sabidamente o principal fator de risco para o desenvolvimento de tumores no colo
uterino (CASTLE et al., 2009; MOSCICKI et al., 2014). Além da persisténcia, o tipo
viral, a resposta imune do hospedeiro, e fatores comportamentais como tabagismo e
uso prolongado de contraceptivos orais também sao 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 papilomavirus humano (HPV)

O HPV é um virus pequeno, ndo envelopado, com tropismo pelo epitélio
queratinizado da pele e mucosas. S&o virus altamente tecido- e espécie-especificos,
cuja coevolugdo com o hospedeiro € uma caracteristica marcante. Pertencem a
familia Papillomaviridae, com mais de 200 gendétipos de HPV descritos, conhecidos
como “tipos virais”. Eles s&do divididos em cinco géneros: alfa, beta, gama, mu e nu,
de acordo com a sequéncia da proteina principal do capsideo, a L1 (Figura 1) (DE

VILLIERS, 2013).

Figura 1 - Classificacdo dos gendétipos de HPV.

Alpha-papillomavirus
mucosal & cutaneous

B6EAdHLE
a5HPvg2
a5HPys54
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Nu-papillomavirus
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g10HPV121
910HPV133A
HPV/
Q?HPV% 1304
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papillomavirus
cutaneous

Beta-papillomavirus
cutaneous

Os HPV podem ser divididos nos géneros alfa, beta, gama, mu e nu. O género alfa é dividido em tipos
de baixo risco oncogénico cutaneos (marrom), mucosos (amarelo) e de alto risco oncogénico (rosa).
Fonte: Modificado de DOORBAR et al., 2015.
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Dentro do género alfa, os tipos virais podem ser subclassificados ainda em
virus de alto ou baixo risco oncogénico, de acordo com sua capacidade de promover
a formacéao de neoplasias malignas (PIM; BANKS, 2010). Os tipos virais de alto risco
oncogénico sdo HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 63, 73 e 82,
enquanto os HPV 26, 53 e 66 sao provavelmente oncogénicos. Os tipos 6, 11, 40, 42,
43, 44,54, 61, 70 e 81 foram classificados pela Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC, International Agency for Research on Cancer) como virus de baixo
risco oncogénico, relacionados a lesdes 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 organizacdo
gendbmica do HPV 16, protoétipo dos virus de alto risco oncogénico. O genoma é
dividido em trés regides principais: a “LCR” (long control region, regido longa
controladora), “E” (early, precoce) e “L” (late, tardia). A regido “LCR” engloba a origem
de replicacdo do genoma viral e possui sitios de ligacdo para diversos fatores de
transcrigdo celulares e virais. Os genes “E” codificam seis proteinas e sdo conhecidos
como “early” (precoces) por se expressarem no inicio da infeccéo: E1, E2, E4, E5, E6
e E7. As proteinas do capsideo, L1 e L2, sdo expressas apenas nas camadas mais
diferenciadas do epitélio, sendo denominadas como “late” (tardias). Durante a
infeccéo produtiva, a expresséo dos genes precoces e tardios € altamente controlada
a nivel transcricional e de processamento de RNA por sitios alternativos de
poliadenilacdo e splicing, acompanhando os estagios de diferenciacdo da célula

infectada (SCHWARTZ et al., 2013).
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Figura 2 — O genoma do HPV16.
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Representacdo esquemética do genoma do HPV 16, que pode ser dividido em regido controladora
(LCR), genes precoces (E1 a E7) e tardios (L1 e L2). Na parte superior da imagem, destaque para 0s
sitios de ligacdo para fatores de transcricdo celulares (SPI) e virais (E1, E2) presentes na LCR. PAE:
sitio de poliadenilagdo precoce; PAL: sitio de poliadenilagéo tardio; p97: promotor precoce; p670:
promotor tardio. Fonte: modificado de BASUKALA; BANKS, 2021.

A infeccao pelo HPV requer microtraumas no epitélio, que permitem que o virus
acesse a camada basal de células e inicie seu ciclo de infeccdo. A adsor¢do do HPV
as células ocorre via interacéo da proteina L1 com proteoglicanas de heparan sulfato.
O reconhecimento promove mudanca conformacional no capsideo viral e permite a
ligacdo a um complexo receptor, mediando a internalizacdo por endocitose. Atraves
do sistema de trafego intracelular, o DNA viral é direcionado ao nucleo, onde
permanece na forma epissomal (AKSOY; GOTTSCHALK; MENESES; 2017). Como
ja pontuado, as proteinas “E” s&o as primeiras a serem expressas durante a infecgéo,
levando a proliferacao celular, manutencdo e amplificagdo do genoma viral, bem como
evasao do sistema imune e da indugédo de apoptose (Figura 3) (DOORBAR, 2005).
Visto que a expressdo dos genes virais € modulada pela diferenciagdo dos

queratindcitos infectados, a expressao das proteinas “L”, as proteinas estruturais do
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capsideo, se da apenas nas camadas celulares mais superiores, nas quais as
particulas virais sdo montadas e liberadas com a descamacéao do epitélio, permitindo
a infeccao de outro hospedeiro. (GRAHAM, 2017). Ademais, a producdo de L1 e L2
apenas nas camadas mais diferenciadas contribui para a evasédo do sistema imune,

uma vez que estes queratindcitos constituem um local imunologicamente privilegiado.

Figura 3- A infeccdo pelo HPV.
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Desenho esquematico do epitélio cutdneo (esquerda) e mucoso (direita) infectado pelo HPV,
representando os eventos do ciclo de vida viral e as proteinas virais expressas nas diferentes camadas
do epitélio (basal, suprabasal ou espinhosa, granular e cornea). Modificado de: DOORBAR, 2006.

1.3 As proteinas precoces codificadas pelo HPV
Uma vez no nucleo da célula infectada, o DNA do HPV é amplificado, transcrito
e traduzido nas proteinas virais. A proteina E1 € a Unica enzima codificada pelo
genoma do HPV, uma helicase dependente de ATP responsavel pelo reconhecimento
e abertura da origem de replicacéo viral e pelo recrutamento da maquinaria celular de
replicacdo do DNA (BERGVALL; MELENDY; ARCHAMBAULT, 2013). Ja a proteina
E2 é um fator capaz de se ligar as regifes controladoras no genoma viral, funcionando

como regulador transcricional. Participa também da replicacdo do genoma viral, uma
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vez que colabora com E1 para iniciar a replicacdo (MCBRIDE, 2013). A expresséao da
proteina E4 ocorre nas camadas intermediarias e finais do epitélio, onde a sua
principal acdo € o rompimento da arquitetura dos filamentos de citoqueratina para
facilitar a liberacdo das particulas virais (WANG et al., 2004).

A Eb5, por sua vez, € uma pequena proteina com trés dominios transmembrana,
encontrada na membrana de organelas como o reticulo endoplasmatico, o complexo
de Golgi, o nucleo 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 estimulo a proliferacdo pela ligacdo ao EGFR, a
evasao do sistema imune pela modulacdo da localizacao celular do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) e o escape a morte celular por apoptose pela ligacéao
a proteinas sinalizadoras como FAS, BCL-2 e BAX, entre outros (ASHRAFI et al.,
2005; DIMAIO; PETTI, 2013).

Assim como Eb5, as proteinas E6 e E7 possuem muitos alvos celulares, sendo
responsaveis pela manutencdo da proliferacdo celular. Os genes de E6 e E7 séo
expressos sob regulagédo de um promotor precoce comum e seus produtos proteicos
atuam de maneira cooperativa para orquestrar a diviséo celular a favor da replicacéao
viral (HELT; FUNK; GALLOWAY, 2002; MOODY; LAIMINS, 2010; YEO-TEH; ITO; JHA,

2018).

1.4 E6 e E7: as oncoproteinas dos hr-HPV e seus alvos celulares
A E6 é uma proteina de aproximadamente 20kDa constituida por dois motivos
do tipo dedo-de-zinco e, no caso dos hr-HPV, também apresenta um motivo carboxi-
terminal de ligacdo a dominios PDZ (PBM; PDZ-binding motif) (ZANIER et al., 2012).

O alvo celular classico de E6 é a proteina p53, supressor tumoral responsavel pelo



26

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 progresséo do ciclo celular
para permitir o reparo das lesdes no DNA, além de estar envolvida na ativacao de vias
de apoptose. A EG6 liga-se a uma ubiquitina ligase E6AP e entdo a p53, levando-a a
degradacdo proteassdmica. Assim, a célula infectada é capaz de continuar
proliferando e de evitar a apoptose mesmo na presenca de danos no DNA
(SCHEFFNER et al., 1993).

E6 ainda atua em outras proteinas da via apoptética, como BAK, FADD e a pro-
caspase 8, modulando a expressao e atividade destas proteinas para impedir a morte
celular (FILIPPOVA et al., 2007; FILIPPOVA; PARKHURST; DUERKSEN-HUGHES,
2004; THOMAS; BANKS, 1999). As vias de sinalizacdo PI3K-AKT, WNT e NOTCH
também sédo alvos da E6, cuja interferéncia leva ao atraso no comprometimento do
gueratindcito infectado com a diferenciacao celular e a divisdo celular descontrolada
(CONTRETAS-PAREDES et al., 2009; LICHTIG et al., 2010; WEIJZEN et al., 2003).
E6 também reativa a expressdo de hTERT, a subunidade catalitica da telomerase,
evitando assim que a célula entre em senescéncia replicativa por erosdo dos
telomeros (LIU et al., 2009; OH; KYO; LAIMINS, 2001).

O motivo PBM presente na regido carboxi-terminal das E6 dos hr-HPV pode
reconhecer e se ligar a diversas proteinas com dominio PDZ, como hDLG e hSCRIB,
desestabilizando a polaridade celular e as jun¢des intercelulares para contribuir com
0 processo de carcinogénese (GARDIOL et al.,1999; THOMAS et al., 2005, 2016). E6
também interage com IRF3, um fator regulador da expressao de interferon-beta, e
com alvos relacionados ao estabelecimento do estado antiviral na célula e do
reconhecimento por células do sistema imune inato, levando a evasdo do sistema

imune (POIRSON et al., 2022; RONCO et al., 1998). Diversas outras vias celulares
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sdo desreguladas pela ligacdo das E6 dos hr-HPV a seus alvos, resultando em
promocao da angiogénese por expressao de VEGF-A e desregulacdo metabdlica, que
favorece a captacéo de glicose (GANTI et al., 2016; LOPEZ-OCEJO; 2000). Somada
a alta captacéo de glicose promovida pela E6, a oncoproteina E7 também desvia o
metabolismo celular para a glicélise aerdbia, promovendo o “efeito Warburg”,
caracteristico de células tumorais (ZWERSCHKE et al., 1999).

A E7, por sua vez, é uma fosfoproteina de aproximadamente 11kDa, formada
por um motivo “dedo de zinco” carboxi-terminal e uma por¢cdo amino-terminal
intrinsecamente desordenada, que confere plasticidade de ligagdo a seus alvos
celulares (CALCADA et al., 2013; GARCIA-ALAI; ALONSO; DE PRAT-GAY, 2007;
PHELPS et al., 1992). Ademais, o reconhecimento de seus ligantes depende também
da fosforilagdo diferencial que esta sofre em seus dominios, variavel durante a
progressao do ciclo celular (MASSIMI; BANKS, 2000).

As proteinas pRB, p107 e p130 sdo alvos importantes das E7 de hr-HPV, ja
que sdo uma familia de proteinas supressoras tumorais, responsaveis por controlar a
entrada no ciclo celular (HU et al., 1995). A desregulacéo proliferativa promovida por
E7 se da pela liberagéo dos fatores de transcricdo da familia E2F regulados por pRB,
além de interagir com CUL2, uma ubiquitina-ligase que promove a degradacao
proteassdmica de pRB (HUH et al., 2007). A proteina E7 também é capaz de interagir
com complexos ciclina-CDK e com inibidores de CDK (CKIl), como p2l1 e p27,
favorecendo a divisdo celular (FUNK et al., 1997; ZERFASS et al., 1995; ZERFASS-
THOME et al., 1996). Tais interacdes resultariam na ativacao de p53, que por sua vez
é inibida pela expressdao de E6, evidenciando a ag&o cooperativa destas
oncoproteinas em sequestrar a maquinaria de replicacdo viral e promover a

proliferacéo celular.
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A instabilidade gendmica instaurada pela expressdo das oncoproteinas E6 e
E7 € um importante mecanismo que leva ao acumulo de diversas mutacdes nos
canceres 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 mutacdes nestes tumores, em
contraposicao 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 segregacdo mitotica (NGUYEN et al., 2007). Os mecanismos
de reparo do DNA sédo igualmente danificados, com prejuizo da sinalizagdo de
ATM/ATR, bem como da recombinacdo homadloga por ligacdo a RAD51 (KADAJA et
al., 2009; WALLACE et al., 2017).

A E7 desencadeia a reprogramacdo epigenética da célula infectada, ao
interagir com DNA-metiltransferases (DNMT), Histona-deacetilases (HDAC), Histona-
acetiltransferases (HAC) e Histona-demetilases (HDM), enzimas chave na regulacdo
das marcas epigenéticas que controlam a expressdo génica (AVVAKUMOV;
MYMRYK, 2003; BODILY; MEHTA; LAIMINS, 2011; BURGERS et al.,, 2007,
MCLAUGHLIN-DRUBIN et al., 2011).

Por fim, E6 e E7 contribuem com a transicdo epitélio-mesenquimal nos
queratinécitos, favorecendo o fendtipo maligno e a invasao (D’COSTA et al., 2012;
HELLNER et al., 2009). Assim, por meio das diversas interacdes com proteinas
celulares, as oncoproteinas E6 e E7 partem de um evento pro-proliferativo que visa
facilitar a amplificacdo viral do HPV e acidentalmente terminam por orquestrar a

carcinogénese no epitélio infectado.
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1.5 A persisténcia da infeccdo pelo HPV, a expressdo das

oncoproteinas e o desenvolvimento de neoplasias

A persisténcia viral e o desenvolvimento de neoplasias no colo uterino estéo
intimamente relacionados a integracéo do DNA viral ao genoma do hospedeiro, evento
esporadico que interrompe a infeccdo produtiva e a liberagdo de particulas virais
(MUNGER, 2016; OYERVIDES-MUNOZ et al., 2018). Durante a integraco, o gene
E2 é rompido e perde sua atividade de regulador transcricional, levando ao aumento
dos niveis de E6 e E7 na célula, antes sobre rigido controle de expressdo por E2
(MUNGER et al., 2004). A expressdo constitutiva das oncoproteinas facilita as
interagOes proteicas descritas na sessdo anterior, levando a instabilidade genémica,
imortalizacao e transformacdo 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
frequéncia ainda maior (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK et al.,
2017). Nos tumores de cabeca e pescoco induzidos por HPV a integracéo € pouco
frequente, apontando para um mecanismo ligeiramente diferente de carcinogénese,
que envolve a expressao 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 historia natural do HPV no colo uterino. Enquanto menos
de 20% das infeccdes persistem apds um ano e continuam a serem resolvidas nos
primeiros cinco anos apés a infeccdo, menos de 5% das infeccdes persistentes
progridem para lesdes 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 profilatica contra HPV, disponivel desde 2006, foi um marco na
prevencdo da infeccdo e uma esperanca na reducdo da incidéncia das lesdes

precursoras e dos canceres no colo do utero, visto a alta eficacia das vacinas quando
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administradas em individuos que nunca tiveram contato com o virus (DROLET et al.,
2019). Trata-se de uma vacina recombinante, construida a partir da proteina L1 de
cada tipo viral que se organiza em VLPs (Virus-like particles, particulas semelhantes
a virus) (VILLA et al., 2005). Atualmente, trés formulacbes estdo aprovadas e
disponiveis para uso clinico: 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 especificos,
também protegem contra a formacdo de verrugas genitais e laringeas ao imunizar
contra os tipos 6 e 11.

Apesar da alta eficacia na profilaxia da infec¢cao por HPV, a cobertura vacinal
mundial ainda esta longe do ideal e muito discrepante entre paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, com cobertura média global de aproximadamente 20% (BRUNI
et al., 2021). Segundo o Ministério da Saude, a cobertura total no Brasil em 2020 foi
de 55%. E importante considerar que as vacinas profilaticas contra HPV n&o sio
eficazes como terapia em individuos infectados (VILLA, 2011). O tempo relativamente
longo entre a infeccdo e o desenvolvimento de tumores malignos, que pode levar até
30 anos, fornece uma janela de oportunidade para tratar a infec¢cao por HPV antes do
desenvolvimento de neoplasias (Figura 4). Porém, até o momento, ndo ha abordagens

terapéuticas especificas contra HPV aprovadas para uso clinico.
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Figura 4 — Modelo conceitual da progressao da infeccéo por HPV no colo do Gtero.
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Representacdo do curso da infec¢cdo por HPV e sua progressdo para lesbes precursoras e cancer
invasivo, com destaque para a evolucao rara e lenta para neoplasia maligna e para as etapas onde
pode haver regressao do quadro clinico. Fonte: modificado de SCHIFFMAN et al., 2016.

Neste cenario, E6 e E7 sdo alvos ideais para o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas, uma vez que o silenciamento de qualguer uma delas leva a célula
infectada a senescéncia e apoptose (BUTZ et al., 2003; JUBAIR; FALLAHA,;
MCMILLAN, 2019). Além disso, E6 e E7 ndo possuem similaridade com nenhuma
proteina celular, reduzindo a probabilidade de efeitos colaterais (MITTAL; BANKS,
2017). A E6 também apresenta caracteristicas fisico-quimicas e bolsos de ligacéo
capazes de acomodar pequenas moléculas (ZANIER et al., 2014). Mesmo assim, as
diversas tentativas de desenvolvimento de inibidores de E6 e E7 — peptideos,
anticorpos, compostos quimicos — ndo resultaram em alternativas clinicamente viaveis
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

Atecnologia de Phage display € uma estratégia valiosa para a busca de ligantes
peptideos para qualquer alvo bioldgico, com as mais variadas aplicacdes em estudos
funcionais, diagnéstico e terapia (TANG et al.,, 2019; TEIXEIRA et al., 2021). Foi
proposta por George P. Smith em 1985 e aprimorada para englobar a apresentacao
de diferentes bibliotecas peptidicas e anticorpos (GIORDANO et al., 2001; SMITH,
1985; WINTER et al., 1994). Trata-se de uma técnica de clonagem cujo objetivo é
expor pequenas sequéncias aleatorias de peptideos (5 a 15 aminoacidos) no capsideo
de fagos filamentosos e utiliza-los como plataforma para encontrar motivos peptidicos
gue se liguem com alta especificidade a um alvo de interesse (Figura 5) (MICHALOSKI
et al., 2016; SMITH; PETRENKO, 1997).

O estudo de pequenos peptideos derivados de analises combinatoriais para o
desenvolvimento de farmacos tem sido explorado por suas vantagens frente a outras
terapias, como menor custo para sintese quimica quando comparado a proteinas e
anticorpos, alta especificidade e baixa toxicidade a érgaos e tecidos, tornando-os
moléculas promissoras para o0 uso terapéutico (KASPAR; REICHERT, 2013;
PASQUALINI et al., 2015; VLIEGHE et al., 2010). Por outro lado, muitas vezes ligantes
peptidicos ndo apresentam propriedades farmacolédgicas favoraveis para aplicacao
clinica direta, mas podem servir como guia para a busca de pequenas moléculas

capazes de mimetizar suas ligagdes, otimizadas para uso terapéutico.
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Figura 5 — A tecnologia de Phage display.
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A selecao de ligantes por phage display é realizada pela imobilizacdo do alvo em placas, incubacéo
com a biblioteca de fagos, seguida de lavagem e recuperac¢éo dos fagos ligados. Apés amplificacéo e
precipitagdo, os fagos selecionados sdo novamente incubados com o alvo imobilizado, buscando
amplificar as sequéncias ligantes. Ao final de dois a quatro ciclos de selecdo, o DNA dos fagos é
sequenciado para inferéncia das sequéncias peptidicas 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 construidas
em nosso laboratorio para a busca de novos ligantes peptidicos para as proteinas E6
e E7 que pudessem inibir a funcao destas proteinas durante a infeccao por HPV. Visto
que os tratamentos disponiveis para os tumores induzidos por HPV séo invasivos e
inespecificos para a biologia do virus, o desenvolvimento de inibidores de E6 e E7
permitiria 0 manejo da infec¢ao por HPV antes do estabelecimento da carcinogénese,
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

34

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
¢ Identificar e caracterizar novas moléculas inibidoras das oncoproteinas E6 e E7
do virus de alto risco oncogénico HPV 16 para o desenvolvimento de novas

terapias para doencas causadas pelo papilomavirus humano.

2.2 Objetivos especificos

Identificar, pela tecnologia de Phage Display, peptideos que se liguem as

oncoproteinas E6 e E7 de HPV16;

e Verificar se o0s peptideos selecionados por Phage Display se ligam com
especificidade as oncoproteinas E6 e E7 de HPV16;

e Identificar, dentre os peptideos mais promissores, o sitio de ligacdo nas
oncoproteinas E6 e E7 e seu potencial para inibir a interacdo destas com seus
alvos celulares;

e Avaliar se os peptideos selecionados apresentam efeitos antitumorais em
linhagens celulares derivadas de tumores HPV-positivos;

e Utilizar a interacdo fago-proteina para desenvolver um ensaio de busca de

ligantes para a proteina E6 de HPV.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Clonagem dos genes E6 e E7 para expressao em sistema
bacteriano

Os genes E6 e E7 do HPV 16 foram subclonados no vetor de expressao em
procariotos pAE (RAMOS et al., 2004) a partir do vetor pPBR322 contendo o genoma
completo do HPV16, cedido pela Dra. Laura Sichero. Para isso, as sequéncias
gendmicas de E6 e E7 foram individualmente amplificadas utilizando-se
oligonucleotideos especificos (Tabela 2) para promover adi¢cao dos sitios de restricdo
para as enzimas Xhol e Hindlll a montante e a jusante dos genes de interesse,
respectivamente. A reacdo de PCR foi realizada com o mix de enzima de alta
fidelidade KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Hoffmann-La Roche, Basileia, Suica)
contendo 0,5 nM de cada oligonucleotideo e 2 ng de DNA sob as condi¢cbes 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 extenséo final a 72 °C por 5 min. Os fragmentos de DNA
amplificados foram confirmados por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Apés a
amplificacéo, os fragmentos foram purificados com o kit PCR purification kit (QIAGEN,
Hilden, Alemanha) seguindo as recomendac¢des do fabricante e digeridos com as
enzimas Xhol e Hindlll (Fermentas®, ThermoFisherScientific, MA, EUA). O vetor pAE,
por sua vez, foi transformado por eletroporacéo (2,5 kV) na cepa bacteriana DH10B
(GRANT, BLOOM, HANAHAN, 1990) e plagueado em LB agar (Invitrogen®,
ThermoFisherScientific, MA, EUA) contendo 50 pg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich,
MO, USA) para selecéo, e incubado por 16h em estufa a 37 °C. Uma col6nia foi
recuperada e adicionada a 5 mL de meio LB (Sigma-Aldrich, MO, USA) contendo 50
pg/mL de ampicilina, incubado em shaker a 37 °C, 250 rpm, por 16 h. ApdGs este

periodo, a cultura bacteriana saturada foi centrifugada a 6.800 xg por 3 min e o pellet
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foi utilizado para preparacao plasmidial em pequena escala pelo kit QIAGEN Plasmid
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha) seguindo as recomendac¢des do fabricante. A
purificacdo do vetor foi verificada por eletroforese e o vetor foi digerido com as
mesmas enzimas que o0s insertos, a saber Xhol e Hindlll, e desfosforilado com
fosfatase alcalina (Hoffmann-La Roche, Basiléia, Suica), seguindo as recomendacodes
do fabricante. Vetor e insertos foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,2% e sua quantidade foi estimada por comparacdo ao marcador de peso molecular
Gene Ruler 1kb plus (ThermoFisher Scientific, MA, EUA). A reacao de ligacéo se deu
pela enzima T4 DNA ligase (ThermoFisher Scientific, MA, EUA) seguindo as
recomendacdes do fabricante, testada nas proporcdes molares inserto:vetor 1:1, 3:1
e 5:1. As reacgles de ligacdo foram imediatamente transformadas por eletroporacao
na cepa de eletrocompetente de E. coli DH10B, recuperadas em 1 mL meio SOC (2
% triptona, 0,5% extrato de levedura, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 20 mM MgSOQOa, 20
mM glicose) e cultivadas por 30 min a 37 °C. Apds este periodo, cada uma das
condicdes foi individualmente plagueada em LB-agar contendo 50 pg/mL de ampicilina
e incubadas a 37 °C por 16 h. Como controle negativo, o vetor pAE digerido e
desfosforilado foi submetido as mesmas etapas de ligacdo e transformacado, na
auséncia de insertos. Para confirmar o sucesso da clonagem, as colbnias foram
individualmente recuperadas por diluicdo em LB 10% glicerol em placas com fundo
em “U” e submetidas a reagbes 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 pl enzima Taqg Platinum
(ThermoFisher Scientific, MA, EUA) e seu respectivo tampdo. 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®
3130xI GeneticAnalyzer (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) utilizando os mesmos
primers T7, a fim de excluir possiveis mutacdes ou alteracbes no passo de leitura dos

genes de interesse.

3.2 Expresséo heterdloga das oncoproteinas virais E6 e E7

Para expresséao heterdloga de E6 e E7, o DNA plasmidial das construcbes pAE:E6
e pAE:E7 foi amplificado e purificado via preparacéo plasmidial como ja descrito. Apés
guantificacdo por método espectrofotométrico (Nanodrop 2000™, Thermo Fisher
Scientific, MA, USA), 100 ng de cada vetor foi individualmente transformado por
eletroporacao na cepa de expressao E. coli Rosetta™ pLysS, recuperados em 1 mL
meio SOC e plagueados em LB-agar contendo 50 pg/ml de ampicilina para cultivo a
37 °C por 16 h. As colbnias foram transferidas para meio LB liquido contendo 50 pg/ml
de ampicilina e cultivadas a 37 °C, 200 rpm, por 16 h. A partir do pré-inéculo, as
bactérias foram cultivadas em maior volume para induzir a expresséo heteréloga dos
genes de interesse por adi¢do de 0,4 a 1 mM de Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida
(IPTG; Thermo Fisher Scientific, MA, USA) na densidade optica (D.O.) de 0,6.
Aliquotas de 1 mL foram coletadas no inicio da indugcéo e o volume das seguintes
aliquotas foi normalizado de acordo com a D.O., para posterior analise em gel de
poliacrilamida a fim de estabelecer o tempo ideal para expressao, bem como verificar
a solubilidade das proteinas 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 centrifugacéo a 13.000 x g por 10 min a 4 “C. O sobrenadante foi considerado como
a fracdo soluvel, enquanto o pellet recuperado foi solubilizado em 8 M Ureia para

recuperacdo da fracdo proteica insoluvel. A expresséo e a solubilidade das proteinas
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foram analisadas por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15%. A expressao 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 aliquotas para
analise de expressao e solubilidade se deu como descrito anteriormente. O plasmideo
pPGEX-2T contendo a construcéo para expressar a proteina E6 fusionada a GST (GST-
E6), cedido pelo Dr. Lawrence Banks, foi sequenciado pelo método de Sanger como
descrito anteriormente com primers especificos (Tabela 2) para confirmar a sequéncia
e 0 quadro de leitura do gene de fusdo GST-E6. ApOs eletroporacdo seguida de
amplificacéo e purificacdo na cepa DH10B, foi introduzido na cepa E. coli Rosetta™
pLysS também por eletroporacdo e sua expressdo foi otimizada nas seguintes
condicbes: adicdo de 0,4 mM de IPTG na D.O de 0,5 e incubacgéo a 25 °C, 200 rpm,
por 6 h. A proteina GST também foi produzida em E. coli Rosetta™ pLysS a partir do
vetor pGEX-6P-1 (Sigma-Aldrich, MO, EUA), com inducéo por 0,4 mM de IPTG a 37

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

3.3 Purificacdo das proteinas E6, E7, GST e GST-E6, por

cromatografia de afinidade

A proteina E6, expressa a partir do vetor pAE:E®6, foi purificada em sua forma
insoltvel utilizando-se um protocolo para purificacdo de corpos de incluséo.
Brevemente, apds 4 h de expressao, a cultura de bactérias foi centrifugada a 5.000 x
g por 10 min e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido em tampéo
de lise (20 mM Tris-base pH 8,0, 500 mM KCI, 5 mM B-mercaptoetanol) e submetido
a lise por sonicacédo (Output control = 45; Duty cycle = 35; tempo =4 min). Apos 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 a centrifugacéo a 7.000 x g por 30 min. Apés a centrifugacao,
0 sobrenadante foi descartado e o pellet, lavado em tampéao de lavagem | (100 mM
Tris-base pH 8,0, 5 mM EDTA, 1 M Ureia, 5% Triton X-100) por duas vezes e em
tampéao de lavagem Il (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 separacao entre pellet e
sobrenadante, este ultimo sempre descartado. Apés a ultima lavagem, o pellet foi
ressuspendido em 1 mL de tamp&o de solubilizacdo (20 mM Tris-base pH 8,0, 100
mM KCI, 5 mM B-mercaptoetanol, 8 M Ureia). Aliquotas de 20 pL foram recuperadas
em cada etapa para analise por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15%. Apés a
purificacdo, a proteina E6 foi submetida a dois protocolos de enovelamento: por dialise
seriada para remocao gradual de ureia e por diluicdo infinita. O enovelamento por
didlise seriada se deu pela diluicdo da proteina para 0,2 mg/mL seguida de dialise em
membrana de 3.500 MWCO (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) em 2 L de Tampao
Intracelular (TPl: 5mM de KH2PO4, 2mM MgCI2, 10mM NaCl, 110mM KCI, pH 7,2)
contendo 4 M de ureia a TA. Apds duas e quatro horas do inicio da dialise, foram
realizadas substituicbes de metade do tampé&o pelo mesmo tampé&o sem ureia, a fim
de reduzir pela metade a quantidade de Ureia presente. A seguinte etapa de
substituicdo para 0,5 M de ureia foi realizada na camara fria a 6 °C por 12 h. O
enovelamento proteico por diluicdo infinita se deu pela diluicdo lenta de 100 pl de
proteina a 1 mg/mL em 100 mL de TPl a TA. Para isso, 5 pl por vez do corpo de
inclusdo contendo a proteina E6 eram adicionados ao volume total de tamp&o sob
agitacdo magnética. Ao final, a solugcdo contendo proteina e tampéo diluidos foram
incubados a 4 °C por 16 h. Entédo, foram centrifugadas a 5.000 xg por 10 min, com

separacdo do sobrenadante e do pellet formado, que foram analisados por SDS-
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PAGE em gel de acrilamida 15%. A proteina E7, expressa em fusdo a cauda de poli-
histidina proveniente do vetor pAE, foi purificada na forma soltvel por cromatografia
de afinidade por Ni?* (Ni-NTA Agarose, Qiagen, Hilden, Alemanha). J& as proteinas
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 recomendacfes dos fabricantes
das resinas. As proteinas foram eluidas em frac6es de 0,5 mL e analisadas por SDS-
PAGE em gel de poliacrilamida 15%. As fracdes contendo proteina foram dialisadas
contra TPI, mantendo-se sempre a concentracao final do agende redutor 10 mM (-
mercaptoetanol, e analisadas novamente por SDS-PAGE. Apds quantificacdo pelo
método de Bradford utilizando-se o reagente Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (Bio-rad Laboratories, CA, EUA), as proteinas foram armazenadas a - 80

°C até sua utilizacdo nos ensaios.

3.4 Otimizacdo do protocolo de expressdo e purificagdo da
proteina GST-E6

Para otimizacdo da producao de GST-E6, adicionado 0,1 mM de ZnSO4 ao meio
de cultura no momento da inducéo da expressao por IPTG. Aliquotas foram coletadas
para verificar a expressao e a solubilidade da proteina recombinante. Para a andlise
da solubilidade, aliquotas foram processadas como ja descrito. A expresséo e a
solubilidade das proteinas foram analisadas por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida
12%. Confirmada a expressdo, as bactérias foram rompidas por sonicacao,
centrifugadas, e o sobrenadante foi submetido a purificagdo em coluna de glutationa
(Glutathione HiCap Matrix, Qiagen, Hilden, Alemanha). Além de ser adicionado

imediatamente apos a lise, adicionou-se inibidor de protease (#8465, Sigma-Aldrich,



41

MO, USA) também ao tampéao de eluicédo da coluna (50 mM de Tris-Cl, 400 mM NacCl,
50 mM de glutationa reduzida, 0,1% Triton X-100, 10 mM de B-mercaptoetanol). Apos
a purificacdo, a proteina foi dialisada contra TPI, mantendo-se sempre 10 mM [-
mercaptoetanol. Apos a dialise, foi adicionado 1 mM de EDTA, 10% de glicerol e
inibidor de protease. As fracdes 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 deteccdo das proteinas E6 e E7 com anticorpos

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

As proteinas GST-E6 e E7 recombinantes foram imobilizadas (1 pg / poco)
individualmente em placa high-binding a 4 °C por 16 h e bloqueadas com 200 pl de
Odyssey Blocking Buffer PBS (LI-COR Biosciences, NE, USA) por 2 h a 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 diluigbes 1:400 e 1:200. Como controle, foi utilizada IgG de camundongo
(10 pg/mL, #15381, Sigma-Aldrich, MO, USA). Os anticorpos foram diluidos em PBS
10% Odyssey Blocking Buffer e incubados em volume final de 50 pl por pogo em
duplicatas por 1 h a 37 °C. Para a deteccéo, foi utilizado o anticorpo secundario
marcado IRDye® 680LT Donkey anti-Mouse IgG Secondary (LI-COR biosciences, NE,
USA) diluido 1:500 em PBS 10% Odyssey Blocking Buffer, incubado por 1 h a 37 °C
protegido da luz. Para controle positivo do anticorpo secundario, 1 pg / pogo de IgG
de camundongo foi imobilizada e bloqueada como descrito para GST-E6. A deteccdo
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 Biotinilacdo de E7 e GST e detecc¢éo por F-LISA

As proteinas E7 e GST foram biotiniladas com o reagente EZ-Link™ NHS-LC-
Biotin (ThermoFisher Scientific, MA, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Em seguida, foram dialisadas contra TPI, quantificadas e analisadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida. A confirmacédo da biotinilac&o foi realizada por F-LISA nas
proteinas imobilizadas (0,5 pg/poc¢o) individualmente em placa high-binding a 4 °C por
16 h e bloqueadas com 200 pl de Odyssey Blocking Buffer PBS (LI-COR Biosciences,
NE, USA) por 2 ha TA. Apos lavagem com PBS, a deteccao foi realizada pela adicédo
da estreptoavidina marcada IRDye® 680LT Streptavidin (LI-COR Biosciences, NE,
USA) diluida 1:500 em PBS 10% Odyssey Blocking Buffer, incubada por 1 h a 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 proprias proteinas ndo marcadas.

3.7 Selecao de peptideos ligantes de GST-E6 e E7 de HPV 16 por
Phage display

3.7.1 Panning contra proteinas imobilizadas em placa com recuperacdo dos
fagos por eluicdo acida

As proteinas GST-E6 e GST (1 ug / poco) foram individualmente imobilizadas
em triplicatas em placas high-binding de 96 pocos (#3590, Corning®, NY, USA) por
16 h a 4 °C. Procedeu-se o bloqueio com TPl 3% BSA (Albumina Sérica Bovina,
Sigma-Aldrich, MO, USA) por 2 h a TA e incubacgdo com 2x10° unidades transdutoras
(TU, do inglés transducing units) de fagos das bibliotecas de peptideos aleatdrios

construidas no Laboratério de Bioquimica Combinatorial do Instituto de Quimica —
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IQ/USP (BEPPLER et al., 2016; MICHALOSKI et al., 2016). A biblioteca X6 (X =
aminoacidos aleatorios) possui 6 aminoacidos aleatorios na forma linear, enquanto a
biblioteca CX8C (C = cisteinas, X = aminoacidos aleatorios) apresenta 8 aminoacidos
aleatérios e € circularizada por pontes dissulfeto entre as duas cisteinas das
extremidades. As bibliotecas foram primeiramente incubadas com GST, a fim de
sequestrar os fagos ligantes desta proteina. Apds 2 h, o sobrenadante contendo os
fagos que néo se ligaram a GST foi retirado dos poc¢os e adicionado aos pocos
contendo GST-E6, onde foram incubados por 2 h a TA. Apés a lavagem com TPI para
remocao de outros ligantes inespecificos, a eluicdo dos fagos ligados se deu pela
adicao de 50 ul de tampéao glicina 0,2 M, pH 2,2, por 5 min seguido de neutralizacéo
da solucéo por 8 pl de Tris 1 M, pH 9,1. Entdo, a solucéo neutralizada foi incubada
com E. coli K91kan em DO = 2,0 para recuperagao dos fagos, que foram cultivados
meio LB liquido contendo 50 pg/ml de canamicina e 20 pg/ml de tetraciclina —
resisténcia conferida pela infeccdo 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 exposicdo a GST-E6 imobilizada em
triplicata. Da mesma maneira, mais dois ciclos de selecao foram realizados. Apés o
altimo ciclo, os fagos eluidos com tampédo glicina e recuperados por infeccéo
bacteriana foram diluidos e plagueados em LB-agar contendo 50 pg/ml de canamicina
e 40 pg/ml de tetraciclina para inferéncia do nimero de TU de fagos recuperados e do
enriguecimento entre os ciclos. A partir das colénias formadas, os fagos foram
armazenados em LB 10% glicerol e utilizados para reacdo de PCR de colonia seguido
de analise por eletroforese em gel de agarose e sequenciamento. A reacao de PCR

de colonia com os oligonucleotideos 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
oligonucleotideo, 20% de DMSO e 1 ul de DNA recuperado das colbnias e diluido
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 extensao 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 reacdo de PCR foi utilizado para sequenciamento pelo
meétodo 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 regido flanqueadora da
biblioteca inserida no DNA do fago, determinou-se a sequéncia do peptideo obtidos

apos selecédo por phage display.

3.7.2 Panning contra proteinas em solucao.

Para a proteina E7, a selecdo de ligantes mais promissora foi feita em
suspensao, utilizando-se a estratégia de phage display em solucdo com captura por
beads magnéticas. Para tal, 0,2 pg de E7 biotinilada foram individualmente incubados
com 5 pl de cada uma das bibliotecas (X6 ou CX8C — 2x10° TU/uL) em volume final
de 50 plem TPl 3% BSA a TA por 1 h sob gentil rotacdo. Em seguida, 10 pl de beads
magnéticas (Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin T1, Thermofisher Scientific, MA,
USA) previamente bloqueadas com BSA foram adicionados a solugdo e incubadas
por 15 min sob gentil rotagdo. 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 realizacdo 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 pl de TPI e infectada com 200 pl E. coli K91kan na DO = 2,0. As demais etapas
de plagueamento, crescimento bacteriano e purificacdo dos fagos foram realizadas
como descrito anteriormente. Foram realizados 4 ciclos de sele¢cdo, PCR de coldnia
dos fagos recuperados por infeccéo bacteriana e o sequenciamento dos 3° e 4° ciclos

de selecéo como descrito.

3.8 Analise da especificidade de ligacdo dos peptideos
selecionados as proteinas
Os fagos selecionados na etapa de panning foram utilizados em ensaios de
ligacdo as oncoproteinas GST-E6 e E7 a fim de confirmar a especificidade da
interacdo. Apos o sequenciamento de DNA e sele¢do 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 diluidos, submetidos a PCR e
sequenciamento para confirmacao da sequéncia obtida, e titulados para inferéncia das

unidades transdutoras (TU).

3.8.1 Ensaio de ligacédo de fagos as proteinas imobilizadas em placa.

As proteinas GST-E6 e E7 foram individualmente imobilizadas em placas high-
binding de 96 pocos por 16 h a 4 °C. Para ensaios com GST-E6, foram imobilizados
também GST e BSA como proteinas-controle, e para E7, apenas BSA. Os pocos
foram bloqueados com TPI 3 % BSA por 2 h a TA e incubados com 10° TU de cada
fago a ser testado ou 10° TU do fago Fd-tet (selvagem) por 2 h a TA. Os fagos foram
cultivados em LB-agar e quantificados por contagem de colénia, com valores

expressos em TU.



46

3.8.2 Ensaio de ligacéo de fagos a proteina em solucao.

Incubou-se em solucédo 108 ou 10° TU dos fagos-teste ou do Fd-tet com 0,1 ug
de E7, com Sintrofina (proteina-controle contendo cauda de histidina) ou com apenas
BSA em TPI 3 % BSA. A proteina E7, o controle Sintrofina ou BSA foram incubadas
com 5 pl de beads magnéticas de histidina (#10103, Thermofisher Scientific, MA, USA)
por 15 min e imantadas para 10 lavagens com TPI 0,1% tween 20, TPl 3% BSA e TPI.
A infeccéo e plagueamento foram realizados como ja descritos no ensaio de ligacéo

em placa.

3.8.3 Curva de titulacdo de fagos

As proteinas GST e GST-E6 foram individualmente imobilizadas (1 pug / poco)
em placa high-binding a 4 °C por 16 h, em seguida bloqueadas por 2 h com TPI 3%
BSA. Diferentes concentracdes de fagos individuais ou o fago controle Fd-tet (de 10°
a 10° TU) foram adicionadas aos pocos bloqueados, sendo incubadas por 2 h a TA.
Apods 10 lavagens com TPI, os fagos foram recuperados, diluidos e plagueados como
descrito anteriormente. O numero de colbnias foi utilizado para inferéncia do nimero
de TU recuperados, estabelecendo-se a melhor concentracdo de fagos para

maximizar a diferenca entre ligante e controle para os ensaios de competicao.

3.8.4 Ensaio de competicdo de fagos com proteinas em solugéo pela ligacdo

com GST-E6 imobilizada em placa

A GST-EB6 foi imobilizada (1 pg/pogo) em placa high-binding a 4 °C por 16 h,
bloqueadas com TPl 3% BSA por 2 h a TA e incubadas com 108 TU de fagos com 5
vezes de excesso molar de GST ou GST-E6 em duplicata. Apos 2 h, os pogos foram
lavados 10 vezes com TPl e os fagos, recuperados por infeccdo bacteriana. As
diluicbes e o plagueamento foram realizados como descrito anteriormente para 0s

ensaios de ligacao.
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3.8.5 Ensaio de competicdo de fagos com anticorpos em solucédo pela ligacao

a GST-E6 imobilizada em placa

A proteina GST-E6 foi imobilizada e bloqueada com TPI 3 % BSA por 2 ha TA
e entdo incubada com 108 TU de fagos com anti-16E6 ou IgG de camundongo nas
mesmas concentracdes utilizadas na padronizacao do F-LISA (20 pg/ml) em duplicata.
Como controle da ligacdo do fago a GST-E6, foi utilizada GST imobilizada em placa,
submetida as mesmas condi¢cdes. Apos 2 h a TA, os pocos foram lavados 10 vezes
com TPI e os fagos que permaneceram ligados, recuperados por infeccéo bacteriana.

O plagueamento e contagem de coldnias foi realizado como descrito anteriormente.

3.9 Peptideos sintéticos

As sequéncias peptidicas previamente selecionadas e validadas nos ensaios por
sua ligacao a porcéo E6 da proteina de fusdo GST-E6 foram encomendadas na forma
de peptideos sintéticos (95% de pureza, Chinese Peptide Company, Ltd., China). Os
peptideos sintéticos foram solubilizados em DMSO e posteriormente diluidos em
tampéo salino-fosfato (PBS: 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH2POg4, 138 mM NaCl, 8 mM
Na2HPOa4, pH 7,2) para a realizagéo dos ensaios de competicdo destes com os fagos
pela ligacédo a E6. Para tal, a proteina GST-E6 purificada foi imobilizada em placas de
96 pocos, blogueada com BSA (Bovine Serum Albumine, Sigma-Aldrich, MI, EUA) e
incubada com solucdo contendo 107 ou 108 unidades transdutoras (TU) de fagos e
peptideos em diversas concentra¢des. Como controles, foram utilizados o fago Fd-tet
(sem inserto peptidico no capsideo), um peptideo nédo-relacionado (CARAC), a
proteina BSA imobilizada, e fagos com apenas veiculo (PBS com DMSO). Apo6s 2 h
de incubacao, os pocos foram lavados vigorosamente com PBS e os fagos ligados a
GST-EG6, recuperados por infeccdo bacteriana pela cepa de E. coli k9lkan. As

bactérias infectadas foram entdo plagueadas em placas de LB-agar contendo
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canamicina (50 pg/ml) e tetraciclina (40 pg/ml) e incubadas a 37 °C por 16 h para

contagem do numero de coldnias e inferéncia do numero de TU recuperadas.

3.10 Analise do sitio de ligacdo dos peptideos a E6

3.10.1 Delec¢bes de dominios da E6

Foram realizadas delec¢des génicas nos vetores de expresséao heteréloga de E6
e GST-E6, de maneira remover as sequéncias codificantes do C-terminal (A 1-80), N-
terminal (A 81-151; C81->S) e do motivo de ligacao a PDZ (PBM; A 145-151). Os
vetores produzidos foram sequenciados para confirmar as delecdes e garantir a
correta matriz de leitura dos fragmentos da proteina. Apos amplificacdo, os vetores
foram inseridos na cepa bacteriana RIL, otimizada para expressdo heteréloga de
genes eucariotos por possuir plasmideos para producdo de tRNAs comuns em
eucariotos (KLEBER-JANKE, BECKER, 2000). A expresséao se deu por inducdo com
0,4 mM de IPTG e cultivo a 25 °C por 6 h, 250 rpm. Apds andlise da expressao e da
solubilidade como previamente descrito, as proteinas obtidas foram purificadas por
cromatografia de afinidade e dialisadas contra TPI. A proteina GST-E6 completa, a
GST e os fragmentos purificados foram individualmente imobilizados em placa na
concentracdo de 100 nM para ensaio de ligacdo de fagos, utilizando-se 107 TU de

fagos por poco.

3.10.2 Analises in silico

As analises computacionais foram realizadas em colaboracdo com a Dra. Erika
Piccirillo, pos-doutoranda do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo. Um
modelo por homologia da estrutura da proteina E6 completa foi construido a partir das
estruturas disponiveis no banco de dados Protein Data Bank (PDB), 6SJA e 4XR8

PDB utilizando-se as configuracdes padréo do programa Modeller v.9.19 (ESWAR et
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al., 2006). Para isso, foram utilizadas as estruturas do PDB supracitadas com adi¢ao
do motivo PBM, alguns residuos N-terminais que ndo foram resolvidos nestas
estruturas e a reversado das mutacdes inseridas nas cisteinas nao-conservadas para
aumentar a solubilidade, com o objetivo de obter uma estrutura mais préxima a
proteina E6 produzida fusionada a GST que foi utilizada na selecéo e validacdo dos
peptideos (Fig.4). As sequéncias primarias da proteina E6 com e sem 0 dominio PBM
foram alinhadas no Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011) e 10 modelos foram
gerados, com suas qualidades estereoquimicas avaliadas pela ferramenta Structure
Assessment do SWISS-MODEL Webserver para selecdo do melhor modelo para
prosseguir com as analises (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011; MADEIRA et al.,
2019). Ap6s a escolha, o modelo teve sua estrutura minimizada pelo software
GROMACS v.2020 (LINDAHL et al., 2020), na qual os residuos basicos e o residuo
N-terminal foram protonados, os residuos acidos e o residuo C-terminal foram
desprotonados, e os residuos de histidina foram mantidos na forma neutra. Os dois
zinc-fingers presentes na proteina E6, formados cada um por 4 residuos de cisteina
desprotonados que coordenam com um atomo de Zn?*, sdo essenciais para a
manutencdo da estrutura e foram incluidos no modelo pela utilizacdo do campo de
forca Amber99sbh, com parametros para o Zinco descritos por Macchiagodena e
colaboradores (2020). A minimizagdo desta estrutura se deu pelo programa
GROMACS v.2020, com aplicacdo do modelo geral de solvente implicito de Born. A
conformacao inicial dos peptideos foi gerada pela ferramenta PEP-FOLD3
(LAMIABLE et al., 2016), que gerou pelo menos 5 modelos para cada peptideo. O
modelo mais central dentre os gerados, ou seja, com menor RMSD (Root-mean-
square deviation of atomic positions; desvio quadratico médio entre as posi¢oes dos

atomos), foi utilizado como ponto de partida para simulagées de dinamica molecular,
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apos minimizacdo usando o modelo geral de solvente implicito de Born. Todas as
simulacdes foram feitas no programa NAMD v.2.12 (PHILLIPS et al.,, 2005)
considerando o campo de forca CHARMM36 (KLAUDA et al., 2010) . A estrutura
minimizada foi neutralizada por KCI (0,15 M) em um caixa com moléculas de agua
TIP3P com bordas a, pelo menos, 10 A da superficie do peptideo. Os comprimentos
de todas as liga¢cGes foram constringidos utilizando-se o algoritmo de LINCS (HESS
et al., 1997). O sistema foi equilibrado durante 1 ns em duas etapas: durante 0s
primeiros 500 ps, restricbes harmonicas foram aplicadas a todos os atomos do
sistema, exceto aos das moléculas de agua, utilizando uma constante de forca igual
a 1000 kJ/(mol x nm?). Nesta etapa, o sistema foi aquecido de 100 a 300 K em uma
caixa de volume constante, com a reducdo gradativa das restricbes harménicas.
Entdo, durante os 500 ps seguintes, todos 0os atomos do sistema puderam se mover
livremente. O sistema foi tratado com condi¢des periddicas de contorno utilizando-se
interacBes eletrostaticas do tipo PME e aplicando valor de corte de 10 A para
interacbes do tipo van der Waals. Em uma caixa com pressdo constante (1 atm)
controlada, pela abordagem de Berendsen, a temperatura foi mantida constante
usando termostato V-rescale. A simulagéo produtiva utilizou tempo de integracdo de
2 fs e sua trajetoria foi registrada por 500 ns. Foram realizadas trajetérias para
triplicadas independentes, agrupadas e analisadas pelo programa VMD v.1.9.3.
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996). Nesta analise, os valores de RMSD foram
calculados utilizando-se os atomos da cadeia principal em relacdo a estrutura usada
como ponto de partida. Em seguida, o frame mais proximo 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

parametros padréo e considerando a regido proxima aos residuos: 8, 10, 11, 14, 31,



51

32, 49, 51, 53, 54, 55, 67, 70, 71, 73, 74, 77, 78, 100, 102, 129 e 131 da E6. Neste
protocolo, cada conformacdo do peptideo foi ancorada sobre a superficie de cada
conformacao do receptor, resultando em um total de 270 corridas individuais. Para
cada corrida, 1.000 poses (posicbes de interacdo molecular em determinado
momento) iniciais foram geradas e as 200 melhores poses foram submetidas a duas
etapas de refinamento: uma semiflexivel e outra com solvente implicito. Por fim, as
200 poses foram agrupadas pelo método baseado na fracdo de contatos comuns,
aplicando um valor de corte de 0,75. As estruturas de menor energia dos trés grupos
mais populosos foram entdo selecionadas e suas interacfes, analisadas utilizando-se

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

3.11 Analise funcional dos peptideos em linhagens celulares

3.11.1 Ensaio de internalizacéo de peptideos por citometria de fluxo

Os peptideos sintéticos foram desafiados em linhagens celulares para verificar sua
capacidade de internalizacdo espontanea 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
COo2. Para andlise da internalizacéo dos peptideos, foram semeadas 5x10° células de
cada linhagem em placas de 6 pocos. ApOs 24h, os peptideos FITC-A2, FITC-A10,
FITC-Pen-A2, FITC-Pen (controle positivo de internalizacado) e FRW-FITC (controle
negativo de internalizagdo) foram adicionados aos pogos em triplicata na
concentracéo de 10 uM. Apos 1 h de incubacéo, 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 remocdo de peptideos que pudessem estar aderidos
inespecificamente a membrana celular (HABAULT et al., 2020). As células foram
entdo lavadas mais uma vez e ressuspendidas em PBS a 4 °C para leitura no
citometro de fluxo Attune NXT™ (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Durante a
analise, foram captados 1000 eventos por replicata com gate inicial por tamanho para
exclusao de debris celulares. Utilizando este gate, foram construidos histogramas da
intensidade de deteccado do sinal no canal do fluoréforo FITC (BL1-H) pela contagem

normalizada de células (em porcentagem do total).

3.11.2 Ensaio de internalizacéo de fagos por imunofluorescéncia

As células C33a e SiHa foram individualmente semeadas em laminas de
8 pocos (#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. ApGs 24 horas, foram bloqueadas com
SFB por 1 h e incubadas com 2x10° TU de fagos em meio DMEM 2% SFB por 24 h.
As células foram lavadas com PBS 10% BSA e incubadas com tampéao glicina (50 mM
glicina, 150 mM NacCl, pH 2,8) por 1 min. Procedeu-se a lavagem com PBS, fixacéo
com PFA 4% e permeabilizacdo das células com Triton X-100 0,2% em metade das
amostras, sempre lavando com PBS entre as etapas. Apds novo bloqueio com PBS
1% BSA por2haTA, adicionou-se o anticorpo primario produzido em coelho (#B7786,
anti-Fd phage, Sigma-Aldrich, MO, USA) na diluicdo 1:500 em PBS 1% BSA por 2 h.
Como controle negativo, foi utilizado IgG de coelho n&o-imune. Procedeu-se, entéo,
lavagens com PBS 1% BSA e incubacdo com anticorpo secundario 1:300 (#711-586-
152, Alexa Fluor® 594-AffiniPure F(ab’)2 Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG, Jackson
Laboratory, ME, USA) por 1h a TA protegido da luz. Os pocos foram lavados com PBS

1% BSA, fixados novamente com PFA 4%. As amostras ndo permeabilizadas
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anteriormente foram permeabilizadas com Triton X-100 0,1%. A coloracdo dos
nacleos foi realizada com DAPI, os pocos foram novamente lavados com PBS e com
agua milli-Q, e a camara superior foi retirada, liberando as laminas para montagem
com meio especializado para fluorescéncia (#H1000, VECTASHIELD® Antifade
Mounting Medium, Vector Laboratories, CA, USA). ApGs secagem, as laminas foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia (EVOS FLoid, Thermo Fisher Scientific,

MA, EUA).

3.11.3 Ensaio de viabilidade celular

O efeito do tratamento com peptideos sobre a atividade metabdlica das células
foi analisado pela reacéo colorimétrica do reagente WST-1 (Sigma-Aldrich, Ml, EUA).
Foram utilizadas 5 linhagens celulares: C33a e SiHa, ja 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 embrionéarias de rim humano), semeadas na concentracdo de 5x10° células
por poco em placas de 96 pocos, aguardando-se 24 h para completa adeséao celular.
O ponto basal do ensaio (0 h) foi definido pela adigcdo do reagente WST-1 nas células
sem peptideo no primeiro dia, no qual foram testadas diversas condi¢cdes para
definicdo do protocolo de incubacgédo por 3 h a 37 °C e leitura da absorbancia em
espectofotdbmetro xMark™ Microplate Absorbance Spectrophotometer (Bio-Rad, CA,
USA) a 450 nm. Os peptideos FITC-A2, FITC-A10, FITC-Pen-A2 e CARAC foram
administrados diariamente na concentracao de 10 uM 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 condicbes foram testadas em triplicada e normalizadas pela

medida dos pogos contendo apenas meio e WST-1. Entdo, as medidas de
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absorbancia obtidas foram utilizadas para inferir o nimero de células viaveis

presentes em cada pogo por comparacgédo 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 competicdo dos compostos

com o fago A2 pela ligacdo a E6. Os compostos foram recebidos na forma liofilizada
em placas de 96 pocos, divididos em 5 placas de 80 compostos cada. Foram
solubilizados em DMSO na concentracdo de 10 mM como recomendado pelo MMV.
A fim de otimizar e agilizar a busca, os compostos foram concatenados em 10
combinac¢des ou pools de 4 ou 5 compostos cada (Figura 6). Onze compostos da placa
E, cuja concentracéo era de 2 mM apos solubilizacéo, foram testados individualmente
(em vermelho, figura 6) Apoés testes preliminares para definicAo da concentragéo
maxima de DMSO permitida no ensaio de competicdo de fagos e concentracéo ideal
de compostos e fagos a ser utilizada, os pools foram testados na concentracao de 10
UM de cada composto (50 uM de compostos no total) em duplicata em ensaios de

competicdo com 10° 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 esquematico da construgcdo dos pools para screening do Pandemic
Response Box.
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Os pools foram construidos pela combinacdo de compostos da mesma placa e mesma fileira. Cada
fileira resultou em 2 pools. Para os compostos com concentracao inicial de 10mM (representados em
cinza), foram feitos pools com 5l de cada composto, resultando em pools com 2mM de cada composto.
Alguns pools foram construidos pela combinacédo de 4 compostos (azuis), com concentracgao final de
2,5 mM de cada composto. Os compostos representados por circulos laranja (inferior, placa E) foram
adquiridos na concentragéo de 2 mM e foram testados individualmente.

O peptideo A2 foi utilizado como controle de competicdo na mesma concentragdo
dos compostos. Os ensaios foram realizados como descrito anteriormente para a
competicdo entre fagos e peptideos. As bactérias sujeitas a infeccdo para

recuperacédo dos fagos ligados a GST-E6 foram plaqueadas em quadruplicata, com o



56

namero de coldnias utilizado para inferéncia do nimero de TU recuperadas. Os
valores obtidos foram normalizados pela média do controle sem DMSO (- DMSO =
100%). Os pools com atividade inibitéria na competicdo tiveram seus compostos

testados individualmente.

3.12.2 Teste dos compostos selecionados em células

Os compostos que apresentaram competicdo com o fago A2 pela ligacdo a E6
foram administrados as linhagens celulares para avaliagdo da atividade dos
compostos sobre a viabilidade celular pelo ensaio de WST-1, como descrito
anteriormente para os peptideos (item 3.11.3). Para reduzir a concentracdo de DMSO
utilizada, os compostos D10, EO8 e E09 foram novamente enviados em sua forma

liofilizada pela MMV, solubilizados e utilizados nos ensaios celulares.

3.13 Anédlise estatistica

Os resultados dos ensaios de ligacdo e competicao de fagos foram submetidos
a andlise de variancia de um (one-way) ou dois fatores (two-way ANOVA), com pos-
teste para comparacdo multipla (a=0,05) considerando a melhor aplicacdo para o
desenho experimental e o teste realizado. A andlise da curva dose-resposta da
competicdo dos peptideos com os fagos pela ligacéo a E6 foi realizada por ajuste néo-
linear com slope variavel do log da concentracdo do peptideo contra a resposta
normalizada pelo controle. Para andlise dos ensaios de competicio com o0s
compostos do Pandemic Response Box, foram considerados relevantes os pools
cujas duplicatas ficaram abaixo do cut-off estabelecido de um desvio padrdao em
relacdo a média dos controles (pogos contendo o fago A2 com e sem DMSO). Os
dados foram representados pela média com erro padrao (SEM). Foi utilizado o

software GraphPad Prism verséo 8.0.1 para Windows (GraphPad Software, CA, USA).
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Tabela 2 — Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados no presente trabalho.

Tamanho do

Nome Sequéncia fragmento Aplicacédo
E6-Fw-Xhol 5-TGACTCGAGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTT-3 492 pb
Clonagem de E6
no vetor pAE
E6-Rv-Hindlll 5-TGAAAGCTTTTACAGCTGGGTTTCTCTACGTG-3
E7-Fw-Xhol 5-TGACTCGAGCATGGAGATACACCTACATTGCAT-3 312 pb
Clonagem de E7
no vetor pAE
E7-Rv-Hindlll 5-TGAAAGCTTTTATGGTTTCTGAGAACAGATGGG-3’
5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ )
T7-Fw E6: 655 pb Verificagéo do
inserto no vetor
T7-Rv 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'. E7: 475 pb PAE
PGEX-SeqF1  5-GAGCTGTTGACAATTAATCATCGGC-3' 790 pb Sequenciamento
do vetor pGEX-
PGEX-SeqRl  5-GGTCCTGAAACATTGCAGTTCTCT-3' 2T:16E6
PGEX-SeqF2  5-GGTGGCGACCATCCTCCAA-3’ 599 pb Sequenciamento
do vetor pGEX-
PGEX-SeqR2  5-CGGGAGCTGCATGTGTCAGAG-3’ 2T:16E6

PhagePCR-F2

5-GATGGTTGTTGTCATTGTCGGCG-3’

Aprox. 450 pb  Determinagéo da

sequéncia
apresentada pelos
PhagePCR-R1  5-CAGAGCCACCACCCTCATTTTCAG-3'. fagos
GST-E6C-F 5-GGATCCTATAGTTTGTATGGAACAACATTAG -3’ 5.160pb * Delecéio do
dominio
GST-E6C-R 5'- CTATAGGATCCACGCGGAACCAG -3’ N-terminal da E6
GST-E6N-F 5'- CATTATTAAGAATTCATCGTGACTG -3’ 5.187 pb * Delecéio do
dominio
GST-E6N-F 5- ATTCTTAATAATGTCTATACTCACTAATTTT -3’ C-terminal da E6
GST-EBAPBM-F  5- CAAGATAAGAATTCATCGTGACTGACTG -3’ 5.382 pb * Delecéio do
dominio
GST-E6APBM-R PDZ da E6

5- ATTCTTATCTTGATGATCTGCAACAAGAC -3

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

4.1 Primeiro passo: a producédo de E6 e E7 recombinantes

Para proceder a busca por ligantes das oncoproteinas de HPV16, E6 e E7 foram
produzidas por expressao heterdloga em E. coli. Inicialmente, os genes de interesse
foram subclonadas no vetor pAE (Figura 7) e sequenciados para confirmar a presenca

do gene de interesse sem mutacdes.

Figura 7 — Clonagem de E6 e E7.

A PM E6 E7 pAE B pm+___ Clones pAE:16E6 =
10.000 bp -

3.000 pb - == 2.892 pb -«

500 pb -475 pb

A. Os genes de E6 e E7 de HPV 16 foram amplificados por PCR a partir do genoma completo do virus
e o vetor pAE, amplificado por preparagéo plasmidial e linearizado por digestdo com a enzima Xhol. B
e C. Fragmentos obtidos por PCR de colbnia para confirmacéo 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.

Apés a clonagem e confirmacdo da sequéncia correta de E6 e E7, os
plasmideos foram transformados em cepas de expressao, induzidas com IPTG para
a producdo das proteinas recombinantes. A proteina E6 foi expressa nas cepas
Rosetta pLysS, que contém plasmideos de tRNA complementares para otimizar a
expressdo de genes heterdlogos, e na cepa Arctic Express, cuja co-expressao de
chaperonas auxilia no enovelamento de proteinas normalmente expressas em células
eucariotas (Figuras 8 A e B). Em ambas, a proteina E6 foi obtida apenas em sua forma

insoltvel. Assim, procedeu-se a purificacdo das proteinas presentes em corpo de
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inclusdo seguida de tentativas de re-enovelamento por diluicdo infinita ou didlise
seriada, ambas sem sucesso (Figura 8 C e D). A proteina E7, por sua vez, foi obtida
na forma solUvel durante a expressédo bacteriana, purificada por cromatografia de
afinidade em coluna de Ni** e dialisada (Figura 8 E e F). Embora tenha
aproximadamente 11 kDa, a E7 migra em tamanho préximo a 18 kDa na eletroforese
devido a sua carga liquida negativa (ARMSTRONG; ROMAN, 1993).

Para contornar a dificuldade de producao da proteina E6 na forma soltvel, um
plasmideo contendo o gene da proteina E6 de HPV16 a jusante do gene da proteina
GST foi cedido pelo Dr. Lawrence Banks (ICGEB, Trieste, Italia), cujo grupo validou
funcionalmente a proteina de fusdo GST-E6 resultante desta construcao plasmidial
(BOON et al., 2015). Assim, foi possivel obter a proteina de fusdo GST-E6 na forma
soluvel (Figura 9 A) e purifica-la por cromatografia de afinidade a glutationa (Figura 9
D). A producéo de GST-E6 foi otimizada pela adi¢cdo de sulfato de zinco (ZnSOa4) ao
meio de cultura durante a expressao (Figura 9 E), com o objetivo de favorecer a
correta conformacao dos dedos de zinco (“zinc fingers”) que fazem parte da estrutura
desta proteina. Além disso, o uso de inibidores de protease apos a didlise da proteina
aumentou a estabilidade desta durante o armazenamento (Figura 9 F). A proteina
GST também foi expressa em E. coli e purificada da mesma maneira para ser utilizada

como controle nos experimentos (Figura9 B e C).
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Figura 8 — Expresséo, solubilidade e purificacdo das proteinas E6 e E7.
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A. Expresséo e teste de solubilidade de E6 nas cepas de E. coli Rosetta™ PlysS (A) antes (-) e 4 hou
16 h apés (+) inducdo com 1 mM IPTG, cultivadas a 37 °C, 200 rpm. B. Expressdo e teste de
solubilidade de E6 nas cepas de Arctic Express™ antes (-) e 24 h apés (+) a indugdo com 1 mM IPTG,
cultivadas a 13 °C, 200 rpm. C. Purificacdo de corpo de incluséo, com destaque para a quantidade de
proteina com peso molecular correspondente a E6 (seta vermelha) na etapa final de purificacdo (8 M
de ureia). Lav = lavagem; CIl = corpo de inclusdo. D. E6 soluvel obtida nas etapas do processo de re-
enovelamento da proteina insollvel por dialise seriada. E. Expressao e teste de solubilidade da proteina
E7 na cepa de E. coli Rosetta™ PlysS antes (-) e 6 h ap6s a indugdo com 1 mM IPTG, cultivadas a 30
°C, 200 rpm. F. Purificacédo da proteina E7 em sua forma sollvel por cromatografia de afinidade em
coluna de Ni 2%, Ft = flow-through da coluna de Ni?*, L = lavagem, F = fracGes eluidas. A-F: SDS-PAGE
em gel de poliacrilamida 15%. As setas indicam as proteinas E6 (peso molecular proximo a 20 kDa) e
E7 (peso molecular préximo a 12 kDa, mas conhecida por migracdo andmala préxima a 18 kDa).PM =
marcador de peso molecular.
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Figura 9 — Expresséo, solubilidade e purificagdo de GST-E6 e GST.
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A e B. Expresséo de E6 fusionada a GST (A) e GST (B) em células E. coli Rosetta™ PlysS antes (-) e
apos (+) inducdo com 0,4 mM IPTG. Teste de solubilidade de GST-E6 (A) e GST (B) em células
bacterianas lisadas para separacdo das fracBes sollvel (sobrenadante) e insolavel (pellet
ressuspendido em Ureia 8 M). C e D. Purificacdo de GST-E6 e GST por cromatografia de afinidade.
GST-E6 (C) e GST (D) foram individualmente purificadas em coluna de glutationa e eluidas com 20 mM
de glutationa reduzida em quatro fragbes (F1-F4). E. Otimizacdo da purificacdo de GST-E6 em coluna
de glutationa pela adicdo de sulfato de zinco (ZnSOa) durante a expressdo em sistema bacteriano.
Fracbes eluidas com 20 mM de glutationa reduzida em cinco fragbes (F1-F5). F. GST e GST-E6
purificadas e dialisadas com adicao de inibidor de protease para aumentar a estabilidade da proteina
em solugcdo. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12%. As setas vermelhas exemplificam bandas
correspondentes a proteina de fusdo GST-E6 (peso molecular préximo a 37 kDa) e setas azuis
correspondem a proteina GST (aprox. 25 kDa). PM = marcador de peso molecular; Ft = flow-through
da coluna de GST,; L = lavagens; f = fra¢Bes eluidas.

As proteinas GST-E6 e E7 produzidas por expressdo heterdloga foram
reconhecidas por anticorpos especificos contra E6 e E7 de HPV16 (Figura 10 A). As
proteinas E7 e GST foram submetidas a biotinilacdo, confirmada por meio do
reconhecimento por estreptavidina marcada com fluéroforo (Figura 10 B). Ap6s a

biotinilagc&o, a integridade das proteinas foi confirmada por SDS-PAGE (Figura 10 C).



62

Figura 10 — Deteccéo de GST-E6 e E7 por anticorpos especificos e confirmacao da
biotinilagcdo de E7 e GST
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. A. As proteinas GST-E6 e E7 imobilizadas, incubadas com anticorpos especificos e reveladas pela
incubacéo com anticorpo secundario marcado com fluoréforo. 1gG comercial de camundongo foi
utilizada como controle positivo e as proteinas sem anticorpo especifico, como controle negativo. B. A
proteina E7 foi biotinilada, imobilizada em placa e incubada com estreptoavidina marcada com o
fluor6foro. Como controle negativo, foram utilizadas as proteinas néo biotiniladas. A e B. A deteccao
foi realizada em leitor infravermelho (Odyssey® Imaging System, LI-COR) com A = 700 nm em
qualidade média e intensidade de 6,0. C. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15%. As setas vermelhas
exemplificam bandas correspondentes a proteina E7 (migragdo andmala a 18 kDa) e as setas azuis, a
GST (aproximadamente 25 kDa). PM = marcador de peso molecular.

4.2 Selecdao de ligantes para as oncoproteinas E6 e E7 de HPV 16
Diversas abordagens para a selecdo de ligantes para as oncoproteinas E6 e

E7 foram testadas neste estudo, dentre elas: diferentes protocolos de recuperacéo de
fagos em ensaios com proteina imobilizada em placa, tentativas de selecdo de
ligantes com proteinas em solucdo, utilizando beads magnéticas de afinidade por
histidina, beads de estreptavidina, ou resina de Ni?* para a recuperacdo da proteina
contendo fagos ligantes. Serdo apresentadas abaixo duas abordagens, uma para
cada oncoproteina, consideradas as mais promissoras para cada caso. Em todos os
experimentos, foram utilizadas as bibliotecas X6 e CX8C construidas em nosso
laboratério (BEPPLER et al., 2016; MICHALOSKI et al., 2016). Enquanto a primeira

apresenta 6 residuos aleatérios, a segunda apresenta 8 residuos aleatérios
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circundados por duas cisteinas, que formam pontes dissulfeto e alteram a
conformacao espacial do peptideo apresentado.

A selecdo de ligantes para GST-EG6 se deu pela imobilizacdo desta proteina em
placa, seguida de incubacdo com cada biblioteca individualmente, lavagem e posterior
eluicdo acida de fagos restantes com tampao glicina. Antes de cada ciclo de incubacéo
com GST-EB6, as bibliotecas foram incubadas com GST em um processo denominado
de clarificacdo, que tem por objetivo sequestrar os fagos que apresentam sequéncias
com afinidade por GST e, assim, evitar falsos positivos no processo de selecéo. Por
meio desta abordagem, apos trés ciclos de selecdo, obtivemos enriquecimento de
3.300x no numero de fagos recuperados para a biblioteca X6 (Figuras 11 A). Apds o
sequenciamento, metade das sequéncias apresentadas pelos fagos recuperados da
biblioteca X6 eram idénticas, sugestivo de selecédo. Esta sequéncia, denominada de
A2, embora ndo compartilhe a sequéncia primaria exata com os demais fagos
encontrados, apresenta um motivo peptidico caracterizado por um aminoacido
negativamente carregado flanqueado por amino&cidos hidrofébicos, como mostra o
esquema da figura 11 B. Curiosamente, duas das sequéncias eram maiores do que 0
esperado para a biblioteca X6, apresentando 20 e 24 aminoéacidos. Os fagos
recuperados apés trés ciclos de selecdo da biblioteca CX8C apresentaram
enriqguecimento de 38,7x e algumas sequéncias repetidas, sendo que uma delas
compartilha parcialmente caracteristicas fisico-quimicas com o motivo encontrado em

A2 (destaque em vermelho, figura 11 D).
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Figura 11 — Selecao de ligantes para a oncoproteina E6.
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A proteina GST-E6 foi imobilizada em placa e incubada com as bibliotecas X6 e CX8C previamente
clarificadas em GST. A, C. A média do niumero de unidades transdutoras (TU) de fagos recuperados
em cada ciclo de sele¢do foi comparada para inferéncia do enriquecimento das sequéncias entre 0s
ciclos. Valores representados pela média + SD. B, D. Desenho esquemético das sequéncias
encontradas apés trés ciclos de selec¢éo.

Para a proteina E7, foram realizados pannings com a proteina em solucédo e
posterior captura por beads magnéticas. Assim, a E7 biotinilada foi incubada com as
bibliotecas e capturadas por beads de estreptavidina, para lavagem e remocéo de
fagos inespecificos e finalmente recuperacdo dos fagos ligantes por infeccéo
bacteriana. Foram obtidos enriquecimentos de 2,5x e 11,5x para o terceiro e o quarto
ciclos de selecdo com a biblioteca X6. Apenas no terceiro ciclo foi obtida uma
sequéncia que apareceu trés vezes durante o sequenciamento, mas que foi perdida
no ciclo posterior de sele¢&o. J& para a biblioteca CX8C, 0 enriquecimento no terceiro
e no quarto ciclos de sele¢éo foi de 1,5x e 8,8x, obtida uma sequéncia repetida apos

o ultimo ciclo (Figura 12).
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Figura 12 — Selecao de peptideos ligantes para a oncoproteina E7
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. A proteina E7 biotinilada foi incubada com as bibliotecas X6 e CX8C em solu¢éo e posteriormente
capturada por beads magnéticas conjugados com estreptavidina para recuperacao dos fagos ligados a
proteina. A, C. A média do numero de unidades transdutoras (TU) de fagos recuperados em cada ciclo
de selecdo foi comparada para inferéncia do enriquecimento das sequéncias entre os ciclos. Valores
representados pela média + SD. (*) indica os fagos que nao foram quantificados no primeiro ciclo para
evitar a perda de sequéncias Unicas e o comprometimento a selecao eficiente de ligantes. B, D.
Desenho esquematico das sequéncias encontradas apds trés ou quatro ciclos (rounds) de selecéo,
com destaque para as caracteristicas fisico-quimicas dos residuos que comp8e os peptideos
selecionados.

4.3 Analise da especificidade de ligacdo dos fagos a E6

Os fagos cujas sequéncias se repetiram e alguns outros foram escolhidos para
amplificacéo e precipitacdo, a fim de serem testados para a especificidade de ligacao
as oncoproteinas. Para GST-E6, os fagos A2, A10 e C3 da biblioteca X6 apresentaram
alta especificidade, enquanto o fago F9, pertencente a biblioteca CX8C, em oposicao,
apresentou ligacdo também a GST (Figura 13). Para a realizacdo dos ensaios de

especificidade de ligacédo de fagos a E7, foram testadas diversas abordagens, como

0 uso de beads com afinidade a cauda de histidina presente nesta proteina. Porém,
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em nenhum dos casos foi possivel demonstrar a especificidade dos fagos encontrados

no panning pela proteina E7 (Figura 14).

Figura 13 — Especificidade de ligacdo de fagos selecionados por phage display a GST-E6
por ensaio de ligagéo.
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Gréfico representativo de ensaios de ligacdo de fagos selecionados por phage display e amplificados
para determinacéo da especificidade de ligacdo a GST-E6. Os fagos foram incubados individualmente
com GSTEG6, GST, E7 ou BSA imobilizadas em placa. O nimero de unidades transdutoras de fagos
recuperados foi comparada entre as proteinas e entre o fago-teste e o fago selvagem. Valores
representados pela média e erro padrdo (SEM). Two-way ANOVA com pds-teste de Tukey,
***n<0,0001; **p<0,001.
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Figura 14 — Especificidade de ligacéo de fagos selecionados por phage display a E7 por
ensaio de ligacao.
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Gréfico representativo de ensaios de ligagdo de fagos selecionados por phage display e amplificados
para determinacdo da especificidade de ligacdo a E7. Os fagos foram incubados individualmente com
E7 ou Sintrofina (proteina controle) em solugdo, capturadas por beads de afinidade a histidina. As
beads sem proteina também foram incubadas com fagos como controle. O nimero de unidades
transdutoras de fagos recuperados foi comparada entre as proteinas, entre elas e as beads, e entre o
fago-teste e o fago selvagem. Valores representados pela média e erro padrdo (SEM). Two-way
ANOVA com pés-teste de Dunnet, **p<0,002; *p<0,05.

A fim de confirmar a especificidade de ligacdo dos fagos a porcao E6 da
proteina de fusdo GST-E6, os fagos A2, A10 e C3 foram submetidos a competicdo
com proteinas em solucdo e com anticorpos especificos. GST-E6 em solucao, mas
ndo GST, foi capaz de deslocar a ligagdo dos fagos a GST-E6 imobilizada em placa
(Figura 15). Da mesma maneira, apenas o anticorpo especifico para E6 de HPV16
(Anti-16E6) foi capaz de competir com os fagos A2, A10 e C3 pela ligacdo a GST-E6
imobilizada em placa, enquanto IgG de camundongo ndo demonstrou efeito sobre o

reconhecimento da proteina imobilizada pelos fagos (Figura 16).
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Figura 15 — Especificidade de ligacao de fagos selecionados por phage display a GST-E6
por ensaio de competicéo.
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Ensaio de ligagéo de fagos a proteina E6-GST imobilizada na presenca ou auséncia de um excesso
molar (5x) de GST-E6 ou GST solivel. O nimero de unidades transdutoras de fagos recuperados foi
normalizado em relacdo a média de TU recuperadas sem competicdo (-). Valores representados pela
média e erro padrdo (SEM). Resultado de trés experimentos com resultados similares. One-way
ANOVA com pés-teste de Dunnet. ***p<0,0001; ***p<0,001.

Figura 16 — Especificidade de ligagao de fagos selecionados por phage display & GST-E6
por ensaio de competigao.
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Ensaio de ligacdo de fagos a proteina E6-GST imobilizada na presenca ou auséncia de anticorpos
especificos contra a E6 de HPV 16 ou de IgG de camundongo (controle negativo). O nimero de
unidades transdutoras de fagos recuperados foi normalizado em relagdo a média de TU recuperadas
sem competicdo (-). Valores representados pela média e erro padrdo (SEM). Resultado de trés
experimentos com resultados similares. One-way ANOVA com pés-teste de Dunnet. ***p<0,0001.
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4.4 Analise funcional de A2 e A10 como peptideos sintéticos

As sequéncias peptidicas apresentadas pelos fagos A2 e A10 foram
encomendadas na forma de peptideos sintéticos para dar seguimento a investigacao
do potencial inibitério destes peptideos sobre a E6. Assim, foram inicialmente
encomendadas as sequéncias de A2 e A10 precedidas de trés residuos encontrados
nos fagos: um &cido aspartico, uma glicina e uma alanina (DGA), marcadas na
extremidade amino-terminal com Isotiocianato de fluoresceina (FITC). A sequéncia A2
precedida da sequéncia da Penetratina, um peptideo de penetracéo celular, também
foi encomendada com marcacao por FITC. Os peptideos FITC-A2 e FITC-A10 foram
capazes de competir com o fago correspondente de maneira dose-resposta em
concentracfes molares baixas, sendo FITC-A2 com “ICso” inferior a 0,5 uM e FITC

A10, por volta de 2 uM, considerando a inibicdo de 108 unidades transdutoras de fago

(Figura 17).

Figura 17 — Curva dose-resposta da competicdo dos peptideos A2 e A10 com seus
fagos correspondentes pelaligacédo a GST-ES.
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Inibicdo relativa da ligagdo do fago A2 a GST-E6 antes (100%) e apds competicdo de 108 TU de fagos
com diversas concentragfes de peptideo A2 (0,08 a 30 uM) (A) ou A10 (0,3 a 250uM) (B) pela ligacéao
a GST-E6 imobilizada em placa. A concentracao final de DMSO no ensaio foi de 0,5. Analise da curva

resposta por non-linear fit do log(inibidor) vs. resposta normalizada pelo controle apenas com DMSO
com slope variavel (software GraphPad Prism 8).
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Além disso, as sequéncias de A2 e A10 sédo capazes de promover a competicao
cruzada entre fago e peptideo sintético, indicando que ambos compartilham o mesmo

sitio de ligacao na proteina E6 (Figura 18).

Figura 18 — Competicao cruzada entre os fagos A2 e A10 e os peptideos pela ligagdo a GST-ES.
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Ensaio de ligacdo de fagos A2 (A) e A10 (B) na presenca ou auséncia dos peptideos A10 e A2,
respectivamente. A concentragéo final de DMSO no ensaio foi de 1,5%. Resultado de trés experimentos
com resultados similares. Valores representados pela média + erro padrao da média. Teste t de student,
***n<0,0001.

4.5 Identificacdo do sitio de ligacdo dos fagos A2 e Al1l0 na
oncoproteina E6

A oncoproteina E6 é constituida de dois dominios do tipo dedo-de-zinco e um
PBM. Para mapear qual(ais) destes dominios compde(m) o sitio de ligacdo dos fagos
identificados, nds produzimos proteinas mutantes com delecdo da por¢cdo E6 nos
dominios N-terminal (residuos 1 a 80), C-terminal (residuos 81 a 151), ou apenas do
PBM (residuos 145 a 151), o motivo de ligacdo a dominios PDZ, este ultimo
responsavel por importantes interacdes proteicas realizadas pelas E6 de HPV de alto

risco oncogénico (THOMAS et al., 2016) (Figura 19).
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Figura 19 — Delecbes dos dominios da proteina E6.
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Desenho esquematico da estrutura da proteina E6 (superior) e das dele¢cbes produzidas, da esquerda
para a direita: C-terminal (A 81-151), motivo PBM (A 145-151) e N-terminal (A 1-80).

As dele¢cbes foram realizadas nos vetores pAE:16E6, para producdo dos

fragmentos de E6 em fusdo com cauda de histidina, ou pGEX-2T:16E6, para fusédo a

GST (Figura 20). A mesma maneira que a proteina original, foi possivel obter proteina

em fracdo solluvel para todas as expressdes em fusdo com GST mas ndo para E6

apenas (Figura 21 A e B). Houve producao de uma pequena fracdo sollvel para E6

com delecdo C-terminal, que ao ser purificada ndo se mostrou suficientemente estavel

para a realizacdo dos ensaios (Figura 21 C). Assim, os fragmentos de E6 fusionados

a GST foram expressos e purificados por cromatografia de afinidade (Figura 21 D)

para serem utilizadas em ensaios de ligagdo com os fagos.
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Figura 20 — Delecdo da sequéncia génica dos dominios de E6.
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A sequéncia génica dos dominios 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 ligacdo de fagos as proteinas imobilizadas em placa, as
delecdes do N-terminal de E6 promoveram reducao de 40% na ligacao dos fagos que
expressam A2 e 53,6% para os fagos que expressam o peptideo A10, enquanto as
delecdes do C-terminal promoveram reducdo de 36% e 25% para A2 e AlOQ,
respectivamente. As dele¢des do PBM néo afetaram a ligacdo dos fagos a GST-E6
(Figura 22). Estes resultados indicam que o dominio PBM néo € necessario para
ligacdo dos peptideos apresentados pelos fagos identificados; ao mesmo tempo,
sugere que ambos os dominios zinc-finger participam da ligacdo, embora nenhum

deles seja essencial, sozinho, para a ligacao dos peptideos.
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Figura 21 — Expresséo e Purificacdo dos dominios de E6.
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A. Expresséao e solubilidade das proteinas E6 com dele¢do dos dominios N-terminal, C-terminal e do
motivo PBM antes (0 h), 3 h e 16 h apés a inducdo com 0,5 mM IPTG, cultivadas a 22 °C, 200 rpm. B.
Expresséo e solubilidade das proteinas GST-E6 com delecao dos dominios N-terminal, C-terminal e do
motivo PBM antes (0 h), e 6 h apés a indugdo com 0,5 mM IPTG, cultivadas a 30°C, 200 rpm. C.
Purificacéo da proteina E6 com delegdo do dominio C-terminal em sua forma sol(vel por cromatografia
de afinidade em coluna de Ni?*. D. Purificagdo das proteinas GST-E6 com delecdo dos dominios C-
terminal, N-terminal e do motivo PBM em sua forma solUvel por cromatografia de afinidade em coluna
de Ni?*. As setas vermelhas indicam bandas com o tamanho esperado para cada proteina 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 = fra¢c6es eluidas. PM = marcador de peso molecular.
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Figura 22 — Ensaio de ligacao dos fagos A2 e A10 a GST-E6 com delec¢des.
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Gréfico representativo dos ensaios de ligagdo de fagos expressando os peptideos A2 ou A10 as
proteinas GST-E6 com dele¢cdo dos dominios N-terminal, C-terminal e do motivo PBM de E6. Os
fragmentos de GST-E6 purificados foram quantificados, imobilizados em placa de 96 pogos na
concentracdo de 100nM e incubados individualmente com os 107 TU de fagos expressando 0s
peptideos A2 ou A10 ou com o fago controle (Fd). ApGs extensas lavagens, os fagos restantes foram
recuperados por infeccdo bacteriana e a contagem de colbnias foi utilizada para inferéncia do nimero
de unidades transdutoras (TU). O fago Fd nao se ligou & GST-E6N, GST-E6C ou GST-E6APBM (dados

nao mostrados). Valores expressos em média + erro padrdo da média. One-way ANOVA com post test
de Tukey. *p<0,0001.

4.6 Andlise in silico dos peptideos A2 e A10 e sua ligacédo a EG6:

modelagem computacional e simulacdo de dinamica molecular

Para obter mais informagdes com relacdo aos requerimentos estruturais da
interacdo dos peptideos identificados com a oncoproteina E6, partimos para estudos
de modelagem, docking e dindmica molecular. A proteina E6 foi modelada por

homologia para obtencdo da E6 completa, uma vez que as estruturas disponiveis no
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PDB (6SJA e 4XR8) nao contemplam alguns residuos N-terminais e o motivo PBM.
Foram gerados 10 modelos, avaliados estereoquimicamente para a escolha do mais
adequado para minimizacéo e analises posteriores (Figura 23). Para analise inicial
dos peptideos, por sua vez, foram gerados cinco modelos de conformacdes iniciais
para cada. Enquanto o peptideo A2 foi predito como uma alfa-hélice (Figura 24), o
Al10 foi predito majoritariamente como estruturas espirais secundarias pouco
definidas, embora apresentasse algumas regides helicoidais (Figura 25). Esse
resultado ndo é completamente inesperado, uma vez que o Al10 apresenta 22
residuos, sendo mais longo que o hexapeptideo A2. Assim, optou-se por prosseguir
apenas com o peptideo A2, mais curto, cuja estrutura se apresentou mais bem-

definida.

Figura 23 — Modelo da proteina E6 com N e C-terminais completos.

Modelo da proteina E6 gerado por homologia na ferramenta Modeller para incluir residuos N-terminais
nao resolvidos pelas estruturas e o motivo de interacdo com dominios PDZ (PBM). Em azul claro, a
estrutura da proteina E6 utilizada como ponto de partida (proveniente da estrutura cristalografica 6SJA,
PDB). Em azul escuro, as regides adicionadas pelo modelo por homologia. Pontos brancos: atomos de
Zn?* requeridos para a organizagdo dos zinc fingers e, consequentemente, da estrutura secundaria da
E6. Figura gerada pelo programa ChimeraX (PETTERSEN et al., 2021).
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Figura 24 — Analise e modelos estruturais do peptideo A2 gerados pela ferramenta PEP-FOLD3.
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A. O grafico representa a probabilidade (0 a 1) de cada residuo do peptideo, representados pelas
colunas, assumirem um enovelamento helicoidal (vermelho), espiral (azul) ou estendido (verde). B. Trés
dos melhores modelos de enovelamento do peptideo A2.

Figura 25 — Analise e modelos estruturais do peptideo A10 gerados pela ferramenta PEP-
FOLDS3.
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A. O gréafico representa a probabilidade (0 a 1) de cada residuo do peptideo, representados pelas
colunas, assumirem um enovelamento helicoidal (vermelho), espiral (azul) ou estendido (verde). B.
Trés dos melhores modelos de enovelamento do peptideo A10.
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O modelo mais central para o peptideo A2, a saber, o de menor RMSD (desvio
quadratico medio entre as posi¢cdes dos atomos, do inglés Root-mean-square
deviation of atomic positions), foi utilizado como ponto de partida para a simulacao de
dindmica molecular do peptideo. A partir desta, o frame mais préximo da estrutura

meédia oriundo da simulacéo foi utilizado para docking molecular no bolso de ligacao
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da proteina E6. Este bolso foi descrito como o sitio de acomodacdo da sequéncia
consenso de algumas das proteinas ligantes de E6, como E6AP e a IRF3, denominado
de motivo LxxLL, onde xx representa residuos acidos (ZANIER et al., 2013). As
posicdes de interacao do peptideo A2 com a E6 obtidas no docking foram separadas
em clusters (Tabela 3).

O peptideo A2 demonstrou capacidade de acomodar-se e interagir com o bolso
de ligacdo previamente descrito para ligantes de E6. Quando alinhado por estrutura
secundaria, o peptideo A2 sobrepde-se aos dominios LxXLL dos ligantes E6AP e IRF3
(Figura 26 A), além de apresentar caracteristicas fisico-quimicas semelhantes que o
permitem ocupar 0 mesmo bolso de ligacdo destes motivos na proteina E6, com
poucas alteracbes apenas para acomodar as cadeias laterais dos residuos do
peptideo A2 (Figura 26 B e C). Estes resultados, de certa forma, sdo uma validagéo
in silico de nossos dados.

Tabela 3 — Descricdo dos clusters provenientes do docking molecular do peptideo A2 no

bolso de ligagdo LxxLL da oncoproteina E6. Tamanho (nimero de posi¢cdes) e Haddock Score
médio para cada cluster gerado pelas andlises de docking do peptideo A2 em EB6.

Numero 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
6 -61.9 +-10.9
7 -70.7 +-9.8
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Figura 26 — Comparac&o entre as estruturas de ligantes de E6 descritas e os modelos
gerados no docking molecular do peptideo A2 na proteina E6.
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A. Alinhamento das estruturas secundarias de peptideos dos motivos LxxLL das proteinas E6AP e IRF3
com a estrutura do PepA2. Software: ChimeraX (Pettersen et al., 2021). B. Estrutura da proteina E6
(4XR8 PDB; rosa escuro) ligada ao motivo LxxLL (rosa claro) da proteina E6AP sobreposta ao modelo
representativo do Cluster 4 (bege) de modelos gerados pelo programa Haddock como resultado do
docking molecular. C. Estrutura da proteina E6 (6SJA PDB; roxo) ligada ao motivo LxxLL (magenta) da
proteina E6AP sobreposta ao modelo representativo do Cluster 1 (verde).

As interacBes do peptideo A2 com a proteina E6 evidenciadas pelos trés
clusters mais populosos na analise do docking foram mapeadas e estdo

representadas na figura 27.
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Figura 27 — Interagdes dos residuos do peptideo A2 com a proteina EB6.
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Mapeamento das interagdes dos residuos de aminoacidos do peptideo A2 com proteina E6 (quadros)
preditas pelo docking molecular e posterior andlise 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 analises de interacdo com a proteina E6
por dindmica molecular. Durante uma simulacdo para refinamento das poses, a
estrutura escolhida passou por uma breve variacdo para estabilizacdo inicial
(aproximadamente 50 ns) e se manteve estavel durante o restante da simulagéo
(Figura 28 A), assim como a estrutura modelada para E6 por homologia (Figura 28 B).
Embora o peptideo A2 tenha permanecido majoritariamente em sua estrutura
helicoidal no sitio de ligagcdo da E6 (Figura 29), houve alteracbes na pose inicial
utilizada para acomodar o ligante peptidico no bolso, particularmente para os atomos
das cadeias laterais. Tais poses puderam ser agrupadas por similaridade em trés
grandes grupos: as primeiras poses correspondem as estruturas semelhantes a pose
inicial, que foram estaveis por menos de 10 s (destaque pelo quadrado preto menor,

figura 30). Entdo, foram observadas poses intermediarias por aproximadamente 20 s
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(destaque pelo quadrado intermediario, figura 30), seguidas das poses mais estaveis,
gue se mantiveram até o final da simulacéo (270 ns, destaque maior, figura 30). Trés
recortes deste ultimo grupo, em 50 ns, 175 ns e 300 ns, foram considerados para a

analise detalhada das interacdes do peptideo A2 com o a proteina E6.

Figura 28 — Estabilidade geral da proteina E6 e do peptideo A2 durante a simulacéo de
dindmica molecular.
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Gréfico representativo dos valores de RMSD dos atomos da cadeira principal em relacéo a estrutura
inicial de E6 (A) e do peptideo A2 (B) em fungéo do tempo (ns).

Figura 29 — Estrutura helicoidal do peptideo A2 ao longo da simulacao de dinamica

molecular.
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Gréfico representativo do célculo das conformacdes de estrutura secundaria de cada residuo do
peptideo A2 (1 a 9) durante a simula¢do de dinAmica molecular.
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Figura 30 — Estabilidade das poses de ligacdo do peptideo A2 durante a simulacéo de
dindmica molecular
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Gréfico representativo do calculo na variagdo do RMSD 2D do peptideo A2 durante a simulagdo de
dindmica molecular. O célculo do RMSD foi feito considerando todos os d&tomos pesados dos residuos
peptidicos, apds sobreposicdo de 5.000 momentos. Os quadrados pretos representam as trés poses
observadas durante a simulagéo, definidas pelo agrupamento das poses observadas utilizando como
corte a distancia de 3 A.

Ao analisar trés das poses mais estaveis do peptideo A2 no bolso de ligagéo
da proteina E6 durante a anélise de dinAmica molecular, foi observado que A2 é capaz
de formar pontes de hidrogénio com diversos residuos de E6, bem como interacdes
com moléculas de agua presentes na simulagcdo que mediam interacdes deste com a
proteina. A regido C-terminal do peptideo também € capaz de formar pontes salinas
com residuos de arginina da E6, particularmente com os residuos 77 e 129. Também
foram encontradas diversas interac6es hidrofébicas com os residuos da cavidade.
Interessantemente, observou-se interacdes cation-pi e pi-stacking entre A2 e EB6,
inéditas para as ligacbes de aminodacidos ja descritas nesta regido da proteina E6
(Tabela 4). Se por um lado, a identificacéo dos peptideos A2 e A10 corroboram dados
ja descritos na literatura com relacéo ao sitio de interacao da oncoproteina E6 a seus

ligantes, os estudos de docking e dinamica molecular revelam um novo modo de
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interacao entres estes pares ligantes. Este conhecimento podera ser util no desenho
racional de novas moléculas inibidoras de E6 para o tratamento de doencas causadas

pelo HPV.

Tabela 4 — Principais interagdes entre residuos de A2 e E6. Descri¢ao e estabilidade das interacdes
entre residuos de aminoacidos do peptideo A2 e da proteina E6 encontradas na simulagéo de dinamica
molecular. A estabilidade da interac&o foi considerada baixa (<20%), média (20-40%) ou alta (> 40 %)
de acordo com o tempo de permanéncia (ns) da interacdo em relagdo ao tempo total de simulagéo.

Interacéo Residuo da E6 Residuo do A2 Estabilidade na simulacéo
Argl29 6 Alta
His78 7 Alta
Arg10 1 Média
Tyr32 7 Média
H;‘r’:;zr‘:i Ser74 7 Média
Argl29 9 Média
GIn7 1 Baixa
Cysbh1 1 Baixa
Cys51 4 Baixa
Arg77 9 Alta
Ponte Salina Argl29 9 Alta
Arg10 1 Média
. . Argl29 9 Alta
Cation-pi
Argl131 7 Alta
Pi-Stacking Tyr32 9 Baixa

Comparando-se as interacfes entre A2 e E6 com as interacdes previamente
descritas dos motivos LxXLL com esta proteina, a excecdo das interacbes pi, ha
interacBes com E6 em comum entre A2 e todos 0s motivos, com maior concordancia
das interacbes com a sequéncia ELTLQELLGEER, encontrada na proteina E6AP

(PDB 4GIZ e 4XR8; Tabela 5).
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Tabela 5 — Comparacédo das interac8es entre E6 e o0 peptideo A2 com as interacdes entre E6 e
outros peptideos com o motivo LxxLL. Estabilidade das interages estabelecidas pelo peptideo A2
durante a simulagdo de dinamica molecular (ausente, baixa, média ou alta) em comparacao a presenga
(+) ou auséncia (-) das mesmas interacdes em estruturas previamente descritas de E6 interagindo com
ligantes LxxLL (PDB 6SJA, LDELL de IRF3; 4GlZ, 4XR8: LQELL de EGAP).

Interac&o Residuo de E6 _ A2 3 EDILDELLGNMV ELTLQELLGEER ELTLQELLGEER
(Simulac&o) (PDB 6SJA) (PDB 4GlZ) (PDB 4XR8)
GIn7 Baixa - - -
Argl10 Média - - +
Tyr32 Média - - -
Cys51 Baixa + + +
Pontes de Arg55 Baixa - + +
hidrogénio Ser74 Média . i i
His78 Alta - - +
Arg102 Baixa - +
Arg129 Alta + -
Argl31 Baixa - +
Argl10 Média + + -
Lys1l Baixa - + -
. Arg55 Ausente - + +
Ponte Salina
Arg77 Alta - - -
Argl29 Alta + - +
Argl131 Baixa + -
. . Argl29 Alta - - -
Cation-pi
Arg131 Alta - - -
Pi-Stacking Tyr32 Baixa - - -

Por fim, ao comparar os residuos de aminoacido da proteina E6 de HPV16 que
interagiram com o peptideo A2 no docking molecular com os residuos presentes na
E6 de outros tipos virais, nota-se que sdo conservados entre os HPV de alto risco
oncogénico (18, 31, 33, 45 ,52, 58), mas ndo entre os tipos 6 e 11, de baixo risco
oncogénico (Figura 31). A maior diferenga de sequéncia entre os tipos de alto risco foi
de 13,6% (3 residuos diferentes em 22 residuos) para os HPVs 45 e 52, enquanto 0s
de baixo risco, representados pelos tipos virais 6 e 11 (Gltimas linhas), apresentaram
guase trés vezes mais residuos diferentes, com 8 divergéncias em 22 aminoacidos

(36,3%).



Figura 31 — Residuos da proteina E6 preditos nas interag6es com o peptideo A2 conservados entre os HPV de alto risco oncogénico, mas
nao entre os de baixo risco.
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Legenda: Ligacoes de Hidrogénio - Pontes salinas - Interagbes cation-pi
Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas E6 dos HPV 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58 disponiveis do banco Uniprot com destaque para residuos
com possiveis interac@es hidrofébicas (A) ou polares (B) com o peptideo A2. Software MEGA-X, alinhamento ClustalW, configurac6es-padrdo. Os quadros
laranja destacam as interacdes hidrofobicas, enquanto as polares estdo divididas em pontes de hidrogénio (em azul; linha continuas para interacdes com a
cadeia lateral e linhas tracejadas para interacdo com a cadeira principal), pontes salinas (cinza) e intera¢des cation-pi (verde).

84
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4.7 Analise funcional dos peptideos A2 e A10 em linhagens
celulares

O primeiro parametro analisado foi a capacidade de internalizacdo espontanea
dos peptideos nas linhagens SiHa (HPV16-positiva) e C33a (HPV-negativa). Apenas
0 peptideo A2 fusionado a penetratina (FITC-PenA2), um peptideo de penetracdo
celular, atravessou espontaneamente a membrana celular. Os peptideos FITC-A2,
FITC-A10 e o controle FITC-FRW demonstraram baixa capacidade de internalizacao
(Figura 32 e 33).

Figura 32 — Internalizacdo dos peptideos na linhagem celular C33a.

A B

< Ctrl FITC-A2 FRW-FITC _ FITC-A10 Ctrl FITC-A2 FRW-FITC  FITC-A10
=100 10° | ®

T

N 80/ 105 |

g 601 10

£ 0] 310 |

g | 102, &

g 20 10" { "

c .

8 01 S N ‘ , 100 e

BL1-H FSC-A (10°%)

@)
O

-y Ctrl FITC-Pen FRW-FITC Ctrl FITC-Pen FRW-FITC

=100 .

©

N 801 10°

E 60 = 10%

2 5 10°.

£ 40] R

o 1 102 | i SOETSIERAET

g 20 10"

[

S o CTo L S— S
10° 10" 102 10° 10¢ 10° 10° O 1 2 3 4 5 6 7 8

BL1-H FSC-A (10°)

As células foram tratadas com 10uM de peptideo por 1lh, incubadas com tripsina para remover
peptideos aderidos ao exterior da célula e ressuspendidas em PBS para analise por citometria de fluxo.
A, C. Histogramas representativos de contagem de células (% do total de eventos) por intensidade de
fluorescéncia de FITC do controle (sem peptideo; 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 populacéo de
células incubadas com FITC-Pen-A2 positivas para FITC. Os experimentos foram realizados em
triplicatas e replicatas representativas foram utilizadas para construgdo dos histogramas.
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Figura 33 — Internalizac&o dos peptideos na linhagem celular SiHa.
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As células foram tratadas com 10uM de peptideo por 1h, incubadas com tripsina para remover
peptideos aderidos ao exterior da célula e ressuspendidas em PBS para analise por citometria de fluxo.
A, C. Histogramas representativos de contagem de células (% do total de eventos) por intensidade de
fluorescéncia de FITC do controle (sem peptideo; 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 populagéo de
células incubadas com FITC-Pen-A2 positivas para FITC. Os experimentos foram realizados em
triplicatas e replicatas representativas foram utilizadas para construcdo dos histogramas.

A internalizacdo dos fagos que expressam os peptideos A2 e Al1l0 foi
adicionalmente avaliada por imunofluorescéncia nas mesmas linhagens celulares.
Apresentados pelos fagos, foi observada alguma capacidade dos peptideos de
atravessar a membrana celular, mas a internalizacdo ndo se mostrou homogénea

(Figura 34 e 35).
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Figura 34 — Internalizacdo de fagos na linhagem celular C33a.
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As células C33a foram plaqueadas em laminas de 8 pocos e incubadas por 24h com 2x10° TU de fago
selvagem (Fd), expressando a sequéncia A2 ou a Al10. Foram lavadas, fixadas e permeabilizadas
(direita) ou ndo (esquerda) para deteccao dos fagos com anticorpo primario anti-fago e anticorpo
secundério fluorescente (vermelho), com marcacao dos nucleos por DAPI (azul). As laminas foram
analisadas em microscopio EVOS FLoyd. Aumento de 200X.



Figura 35 — Internalizac&o de fagos na linhagem celular SiHa.

Sem permeabilizagédo Permeabilizagdo com 0.1% Triton X-100
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As células SiHa foram plaqueadas em laminas de 8 pocos e incubadas por 24h com 2x10° TU de fago
selvagem (Fd), expressando a sequéncia A2 ou a A10. Foram lavadas, e permeabilizadas (direita) ou
ndo (esquerda) para deteccdo dos fagos com anticorpo primario anti-fago e anticorpo secundario
fluorescente (vermelho), com marcacgéo dos nicleos por DAPI (azul). As laminas foram analisadas em
microscépio EVOS FLoyd. Aumento de 200X.

Ainda assim, os peptideos em sua forma sintética foram entdo administrados
as células em cultura para avaliar se estes poderiam interferir na viabilidade celular
das linhagens. Para tal, foi utilizado WST-1, um sal tetrazélico cuja conversdo em
formazan acontece via sistema succinato-tetrazolio redutase, parte da cadeia

respiratoria da mitocdndria. Este ensaio pode ser utilizado para inferéncia de
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viabilidade celular, uma vez que esta via s6 permanece ativa em células viaveis.
Observou-se reducdo da viabilidade apenas para as células C33a tratadas com o
peptideo FITC-PenA2 (Figura 36). Ao microscépio, verificou-se que o peptideo forma

agregados microscopicos que se depositam sobre as células em cultura (Figura 37).

Figura 36 — Atividade metabdlica de células tratadas com os peptideos FITC-A2, FITC-Pen-

A2 e FITC-A10.
C33a (HPV -) SiHa (HPV 16)
81 2 - -+ Controle
= DMSO

— o~ + FITC-A2
S 6; © 1,5 * FITC-A10
\ < FITC-PenA2
~ e + CARAC
[%2]
54 S 19
3 % 3
) D
(&) Q
o 24 T 0,5

0 : : : : 0 . . . .

Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h

Células C33a ou SiHa foram incubadas com 10 pM ou sem os peptideos sintéticos (24 a 72 h) e a
atividade metabdlica foi determinada pelo método de WST-1. A medida da absorbancia foi utilizada
para inferéncia do niumero de células por poco relativo ao nimero de células iniciais (0 h). Todas as
condicdes foram testadas em triplicata. Dados representados pela média + desvio padrdo. Two-way
ANOVA com post-hoc test de Dunnet. *p<0,05.

Figura 37 — Linhagens C33a e SiHa em cultura com administracéo de peptideos.
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A. Micrografia dos pogos de cultivo de células C33a (superior) e SiHa (inferior) com administracdo do
veiculo (DMSO) ou dos peptideos FITC-A2 e FITC-Pen-A2, este Ultimo apresentando agregados de
peptideo insoluvel sobre as células. Aumento de 100 X.
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Embora seja capaz de internalizar espontaneamente nas células (Figura 32 e
33), 0 peptideo A2 fusionado a Penetratina (FITC-PenA2) demonstrou menor
capacidade de competicdo com o fago correspondente quando comparado ao FITC-
A2, além de baixa solubilidade em diversos tampdes testados. Uma vez que a
reduzida solubilidade e a toxicidade do peptideo FITC-PenA2 em linhagens celulares
pode se relacionar com a fusdo ao FITC (PUCKET & BARTON, 2009), foi
encomendado o peptideo A2 em fusdo a Penetratina sem marcacdo por FITC,
denominado PenA2. Quando comparado com FITC-A2 e FITC-PenA2, PenA2
necessitou de concentracdes maiores (150 e 300 uM) para inibir a ligacéo do fago A2
a GST-E6 imobilizada em placa (Figura 38), mas apresentou solubilidade muito
superior.

Porém, quando testado em diversas linhagens celulares, o peptideo PenA2 néo
efeito consistente sobre a viabilidade de linhagens HPV16-positivas, como SiHa e
SCC90, ou HPV-18 positivas, como a HelLa, apresentando apenas efeitos citotoxicos

inespecificos em linhagens HPV-negativas, como C33a e HEK293 (Figuras 39 e 40).
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Figura 38 — Competicdo do peptideo A2 fusionado a penetratina com o fago A2 pela

ligacdo a GST-E6.
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A. Ensaio de ligacédo de fagos a proteina E6-GST imobilizada na presenga de 50 pM ou auséncia dos
peptideos A2 e PenA2 marcados ou nao com FITC. O nimero de unidades transdutoras de fagos
recuperados foi normalizado em relagdo a média de TU recuperadas sem competicdo (-). A
concentracao final de DMSO no ensaio foi de 0,5 %. Valores representados pela média + SEM. One-
way ANOVA com pés-teste de Dunnett. ***p<0,0001, **p=0,001. B. Ensaio de ligacdo de fagos a
proteina E6-GST imobilizada na presenca dos peptideos Pen e PenA2 marcados nas concentracdes
de 50, 100 e 300 pM. Valores representados pela média + SEM. Resultado de trés experimentos com
resultados similares. Two-way ANOVA com pés-teste de Sidak, ***p<0,0001.

Figura 39 — Atividade metabdlica de linhagens celulares tratadas com o peptideo PenA2.
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Células C33a ou SiHa foram incubadas com ou sem os peptideos sintéticos (48 a 96 h) e a atividade
metabdlica foi determinada pelo método de WST-1. A medida da absorbancia foi utilizada para
inferéncia do nimero de células por poco relativo ao nimero de células iniciais (0 h). Todas as

condicdes foram testadas em triplicata. Dados representados pela média + desvio padrdo. Two-way
ANOVA com post-hoc test de Dunnet. *p<0,05.
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Figura 40 — Atividade metabdlica de linhagens celulares tratadas com o peptideo PenA2.
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Células C33a, SiHa, SCC90, HeLa e HEK293T foram incubadas com ou sem o0s peptideos sintéticos
(24, 48, 72 h) e a atividade metabdlica foi determinada pelo método de WST-1. A medida da
absorbéancia foi utilizada para inferéncia do nimero de células por poco relativo ao nimero de células
iniciais (0 h). Todas as condi¢cdes foram testadas em triplicata. Dados representados pela média +
desvio padrédo. Two-way com post-hoc test Dunnett, * p<0.05.

4.8 Ligacdo fago-proteina como ferramenta: varredura do banco
de compostos “Pandemic Response Box”.

A interacdo fago-proteina entre o peptideo A2 e a proteina E6 mostrou-se
altamente especifica e foi utilizada como base para o delineamento de um ensaio de
displacement screening. O racional para este experimento baseia-se no conceito de
gue se um composto mimetizar o peptideo A2 ou Al0, ele serd capaz de competir
pela ligacdo do respectivo fago a oncoproteina E6. Ou seja, este ensaio permite
encontrar compostos ligantes da proteina E6 que, desta maneira, pudessem competir
com o fago e deslocar sua ligagdo. Uma vez que o banco de compostos em questao
recomenda a solubilizacdo dos compostos em DMSO, foram incialmente realizados
ensaios de ligacéo de fagos na presenca de diferentes concentracdes de DMSO, para

verificar a tolerdncia do ensaio de competicdo de fagos a este solvente. Assim,
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determinou-se que as concentracdes de 0,5%, 1% e 2% de DMSO seriam utilizadas
no ensaio, com inibicAo maxima de 20% da ligacdo de fagos (dados néao
apresentados).

Os 400 compostos foram testados por sua capacidade de inibir a ligacdo de A2 a
GST-EG6 imobilizada em placa em combina¢des de cinco compostos a 10 uM cada, a
excecdo de alguns compostos da placa E, testados individualmente (Figura 6).
Destes, as combinacdes D2 e E2 da placa E destacaram-se pelo efeito inibitério e
seus compostos foram testados individualmente (Figuras 41), sendo determinados os
compostos responsaveis pelo efeito observado: D10, EO8 e E09. Estes foram entédo
testados em diferentes concentracdes: 5, 10 e 20 uM. Os compostos E08 e E09
também foram testados em conjunto, para avaliar possivel efeito sinérgico destes
compostos no resultado do teste da combinacdo E2 (Figura 42). Ademais, estes
compostos também foram testados nas combinacfes D2 e E2 ou individualmente em
ensaios de competicdo com o fago A10 pela ligacdo a GST-E6, havendo competicao

dos compostos D07, EO8 e E09, com resultado limiar do composto D10 (Figura 43).
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Figura 41 - Ensaio de competicdo do fago A2 com compostos da placa E pela ligacéo a
GST-ES6.
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Ensaio de ligacéo de fagos na auséncia ou presenca de pools compostos do Pandemic Response Box.
Os valores foram normalizados em relacdo ao controle sem competicdo (+ DMSO). A linha azul
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrdo acima ou abaixo da média.
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estdo abaixo de um desvio-padrao
em relacdo & média dos controles. Pep = 10uM do peptideo A2.

Figura 42 — Ensaio de competi¢do do fago A2 com compostos da placa E pela ligagcédo a

GST-EG6.
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Ensaio de ligacdo de fagos na auséncia ou presenca de compostos do Pandemic Response Box nas
concentracbes de 5, 10 e 20 uM. Os valores foram normalizados em relacdo ao controle sem
competicéo (+ DMSO). A linha azul representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-
padrdo acima ou abaixo da média. As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas
estao abaixo de um desvio-padrdo em relacdo a média dos controles. Pep = 10uM do peptideo A2.
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Figura 43 — Ensaios de competi¢cdo do fago A10 com pools e compostos da placa E pela
ligacdo a GST-E®6.
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Ensaio de ligacdo de fagos na auséncia ou presenca de pools compostos do Pandemic Response Box.
Os valores foram normalizados em relacdo ao controle sem competicdo (+ DMSO). A linha azul
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrdo acima ou abaixo da média.
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estdo abaixo de um desvio-padrao
em relacdo a média dos controles. Pep = 10puM do peptideo A10.

O Pandemic Response Box é constituido por compostos antiprotozoario,
antibacterianos e antivirais. Curiosamente, os compostos D10 (MMV1782352,
CHEMBL196779), E08 (MMV1580498, CHEMBL2364624) e E09 (MMV1782211,
CHEMBL1163676) fazem parte da divisdo de antivirais do banco de pequenas
moléculas Pandemic Response Box e suas estruturas estdo 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
HelLa (HPV18). Nestes, o composto EQ9 reduziu significativamente a viabilidade das
células SiHa, SCC90 e HelLa em cultura, embora tenha demonstrado algum efeito
citotoxico nas linhagens C33a apdés 96 h. A linhagem SCC90 demonstrou-se
particularmente sensivel a todos o0s compostos, sendo mais afetada pela

administracao de EQ9 (Figuras 45 e 46).
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Figura 44 — Compostos do Pandemic Response Box com potencial parainibicéo da

atividade da proteina E®.
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Estrutura quimica, nome popular, peso molecular (PM) e denominagao dos compostos D10, E08, E09
do banco de pequenos compostos Pandemic Response Box.
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Figura 45 — Atividade metabdlica de linhagens celulares tratadas com os compostos do
Pandemic Response Box.

C33a (HPV -) SiHa (HPV 16)
2-
@ Controle

. . = DMSO
S 1.5 2 61 + D10
* x . * E08
u> o 4] <+ E09
KL E w
=2 =
% 0,5 T 2

c T T L] G 1 L T

Oh 48h 96h Oh 48h 96h

Células C33a (direita) ou SiHa (esquerda) foram incubadas com 20 UM ou sem 0s compostos
individuais (24 a 72 h) e a atividade metabdlica foi determinada pelo método de WST-1. A medida da
absorbancia foi utilizada para inferéncia do niumero de células por poco relativo ao nimero de células
iniciais (0 h). Todas as condicdes foram testadas em triplicata. Dados representados pela média +
desvio padrdo. Two-way ANOVA com post-hoc test de Dunnet. *p<0,05.

Figura 46 — Atividade metabdlica de linhagens celulares tratadas com os compostos do
Pandemic Response Box.
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Células C33a, SCC90, HeLa e HEK293T foram incubadas com 10 pM ou sem os compostos individuais
(24 a 72 h) e a atividade metabdlica foi determinada pelo método de WST-1. A medida da absorbancia
foi utilizada para inferéncia do numero de células por pocgo relativo ao nimero de células iniciais (Oh).

Todas as condi¢des foram testadas em triplicata. Dados representados pela média + desvio padréo.
Two-way ANOVA com post-hoc test Dunnett, * p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.0001.
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5. DISCUSSAO

Desde a descoberta de que o silenciamento das oncoproteinas do HPV leva as
células infectadas a apoptose, muitas estratégias para bloquear E6 foram propostas,
desde peptideos até anticorpos e compostos organicos (BUTZ et al., 2003; DYMALLA
et al., 2009; VERACHI et al., 2018; CELEGATO et al., 2020). No presente trabalho,
descrevemos uma sequéncia peptidica ligante de E6 inédita, que foi validada e teve
seu sitio de ligacao definido. A partir desta interacdo, desenvolvemos um método de
varredura por displacement screening de banco de compostos que pode ser utilizado
para avaliagao 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 terapéutico. Uma
terapia-alvo direcionada as oncoproteinas E6 e E7 do HPV permitiria o tratamento dos
individuos infectados durante a janela de infeccdo pelo HPV, precedendo o
desenvolvimento tumoral. Ademais, esta estratégia terapéutica apresenta um
diferencial importante: as oncoproteinas virais nao tem similaridade com proteinas
celulares (MITTAL; BANKS, 2017). Ou seja, assim como as terapias antimicrobianas,
a possibilidade de desenvolvermos compostos com poucos efeitos colaterais e alta
eficacia é altamente provavel. Dentre as estratégias de inibicdo, ja foram
desenvolvidos peptideos, aptameros de RNA, anticorpos em diferentes
apresentacoes e pequenas moléculas organicas capazes de se ligar a 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-clinicos ou clinicos, demonstrando a dificuldade em
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desenvolver bloqueadores para estas proteinas 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 proteinas E6 e E7 de HPV16 em
sistemas heterdlogos. A E6 é formada por 151 aminoacidos, sendo que 14 deles sao
cisteinas que formam pontes dissulfeto para estabilizar sua estrutura (NOMINE et al.,
2001a). A correta formacédo destas pontes € um desafio na producao da proteina em
sistema bacteriano, que carece de chaperonas para auxiliar no correto dobramento,
favorecendo assim a agregacao proteica (NOMINE et al., 2001b; LIU et al., 2009).
Esta agregacdo pode ser reduzida com mutacbes em cisteinas nao-conservadas
(NOMINE et al, 2006; ZANIER et al., 2007; MARTINEZ-ZAPIEN et al., 2016). Esta
estratégia € (til para estudos estruturais, mas pode introduzir viés nos estudos de
selecdo de ligantes. Um diferencial do nosso estudo foi, portanto, o uso da proteina
E6 fusionada a GST, o que auxiliou no correto enovelamento desta oncoproteina,
além de facilitar sua purificacdo, mantendo sua funcdo sem a necessidade de
introduzir mutacoes (BOON et al., 2015).

JA a E7, por sua vez, € formada por 98 aminoacidos, dos quais
aproximadamente metade encontra-se em regides intrinsecamente desordenadas
gue sO se estabilizam na presenca do ligante (GARCIA-ALAI, ALONSO E PRAT-GAY,
2007; CALCADA et al., 2013). Tendo isto em mente, e buscando favorecer a selecéo
de ligantes nesta proteina, o panning foi feito em solucéo. Isto permitiria que a proteina
se acomodasse estruturalmente em torno de um possivel ligante peptidico; mas, ainda
assim, nao foi possivel identificar (ou validar) ligantes promissores para esta proteina

no presente estudo. Ademais, E7 é fosforilada em diferentes regides da proteina nas
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células infectadas, sendo sua atividade modulada por estas diferentes modificacdes
pos-traducionais (NOGUEIRA et al.,, 2017; BASUKALA et al.,, 2019). Estas
caracteristicas sdo dificeis de serem reproduzidas na proteina recombinante
produzida de forma heter6loga em bactéria.

Porém, vale ressaltar que a lista de potenciais ligantes para E7 ja identificados
na literatura € bastante extensa. Desta maneira, é possivel que nossos resultados
corroborem este fato, evidenciando que os diversos peptideos identificados pelo
phage display mimetizam diferentes pontos de ligacdo de proteinas-alvo de E7
distintas, sem que haja um motivo peptidico claro, como no caso do motivo LxxLL da
oncoproteina E6.

Por outro lado, a proteina E6 apresenta uma conformacdo bem determinada,
sendo a selecdo de ligantes para ela bem-sucedida utilizando-se a proteina de fuséo
GST-E6 imobilizada em placa com etapas de clarificacdo contra GST em todos o0s
ciclos. Por meio desta estratégia, foram selecionados peptideos que, embora nao
apresentassem sequéncia primaria idéntica, compartiiham caracteristicas fisico-
quimicas importante e conservadas: um centro negativo flanqueado por aminoéacidos
hidrofébicos e aromaticos (Figura 11). Tais peptideos apresentados pelos fagos foram
validados pela interacédo especifica em ensaios de ligacdo contra outras proteinas,
como GST e E7, e pela competicdo com proteinas em solu¢cdo e com anticorpos
especificos anti-E6. Na forma de peptideos sintéticos, A2 e A10 foram capazes de
competir com seu fago correspondente e de forma cruzada, demonstrando afinidade
pelo mesmo sitio de ligacdo em EB6.

Até onde sabemos, as sequéncias de A2 e A10 sao inéditas e nunca foram
descritas em outros estudos de phage ou yeast display contra E6, enaltecendo a

relevancia da utilizag&o das bibliotecas construidas em nosso laboratorio (ELSTON et
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al., 1998; BUTZ et al.,, 2000; DYMALLA et al., 2009, ZHU et al., 2021). Devido a
estratégia de construcao da biblioteca X6, alguns insertos encontrados (A10, C3) eram
maiores do que o esperado, refletindo uma amplificacdo indesejada durante sua
construcdo. Este fato demonstra a capacidade de selecédo de peptideos maiores que
a biblioteca em questéo, de até 24 aminoacidos, expostos no capsideo de fagos,
abrindo precedente para a construcdo de outras bibliotecas.

Como sequéncias inéditas, tornou-se necessario analisar o sitio de interacao
dos peptideos na proteina E6, tarefa realizada por duas abordagens: producéo isolada
dos dominios da proteina e andlises in silico da interacao dos peptideos com a E6. Ao
produzir E6 contendo apenas a porcdo N ou a C-terminal, ficou evidente que a delecéo
de qualguer um dos dominios reduzia, mas nao abolia, a ligacdo dos peptideos A2 e
A10, enquanto o dominio PDZ nao contribui para a ligacéo (Figura 22). A hipotese de
gue o sitio de ligacdo do peptideo A2 era composto por ambos 0os dominios N e C-
terminais foi confirmada pelos estudos in silico. Por esta abordagem, foi demonstrado
que o peptideo A2 é capaz de se acomodar no bolso de ligacdo ja descrito para os
alvos celulares de E6, como IRF3 e E6AP. A EGAP é uma ubiquitina-ligase capaz de
mediar a interacdo de E6 com diversas outras proteinas, como p53 e BAK, enquanto
a ligacdo com IRF3 contribui para a evasdo imune; em conjunto, todas estas
interacdes evitam a apoptose da célula infectada por HPV e, em ultima instancia, da
célula tumoral que expressa E6 (TUNGTEAKKHUN; DUERKSEN-HUGHES, 2008).
Tanto E6AP quanto IRF3 compartilham o motivo “LxxLL”, uma hélice formada por

[t

leucinas e residuos acidos, representados por “X”, que se acomoda no bolso de
ligagédo rico em argininas (ZANIER et al., 2013). Apesar de A2 ndo compartilhar a

sequéncia primaria com tais motivos, suas caracteristicas fisico-quimicas sé&o
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semelhantes e sua estrutura proposta por modelagem também € uma hélice, capaz
de se sobrepor as hélices formadas pelos motivos LxxLL (Figura 26).

Por meio da simulacdo de dinamica molecular, a interacdo de A2 no bolso de
ligacdo de LxxLL da E6 foi estavel, embora algumas ligacdes sejam de outra natureza
ou ocupem posicoes diferentes quando comparados aos peptideos de alvos
candnicos de E6, como EDILDELLGNMV (PDB 6SJA), que faz parte de IRF3, e
ELTLQELLGEER (PDB 4GIZ e 4XR8), parte da E6AP. Dentre as interacdes que
diferem, destacam-se as cation-pi, interacdes de anéis aromaticos dos residuos de A2
com argininas do bolso de ligacéo de E6 (Arg129, Arg131), altamente estaveis durante
a simulacédo. Sendo o phage display uma metodologia combinatorial de residuos de
aminoacidos, as bibliotecas apresentam virtualmente todas as combinacdes
possiveis, incluindo as sequéncias LxXLL presentes nos ligantes de E6. Notavelmente,
as sequéncias selecionadas foram capazes de deslocar a ligacéo destes motivos, uma
vez que nenhum fago expondo sequéncias LxxLL foi identificado nos
sequenciamentos ap06s o0 panning. Neste sentido, € importante considerar a
possibilidade de A2 e suas interacdes especificas serem capazes de deslocar a
ligagdo dos alvos celulares com EG6, ressaltando a importancia das interagdes e
sequéncias descobertas neste trabalho.

Com o intuito de utilizar a ligacdo do peptideo A2 na proteina E6 como
ferramenta para busca de outros ligantes desta proteina, nosso grupo desenvolveu
um ensaio que possibilitou a varredura de um banco de compostos de baixo peso
molecular. Trata-se de uma selecao de 400 compostos com atividade antibacteriana,
antifngica ou antiviral, disponibilizados pela iniciativa Medicines for Malaria Venture
para impulsionar a descoberta de novas terapias para doencas negligenciadas.

Embora os compostos tenham demostrado efeito de competicdo com o fago A2 e
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reduzido a proliferacéo das linhagens celulares, preferencialmente na dose de 10 uM
para as linhagens HPV-positivas (HeLa e SSC90), ainda demonstrou atividade
inespecifica sobre a linhagem C33a, HPV-negativa. Assim, experimentos de
otimizacdo de dose e teste de compostos analogos podem conferir vantagens a um
efeito HPV-especifico. Ademais, o estabelecimento de controles de células nédo
tumorais nestes experimentos € um desafio e, embora células epiteliais embrionarias
de rim (HEK293T) ndo necessariamente reflitam o melhor modelo para controle de
citotoxicidade inespecifica, ndo foram afetadas pelos compostos, sugerindo um efeito
direcionado as células tumorais.

Além dos compostos testados, os proprios peptideos foram avaliados quanto a
sua capacidade de internalizacéo e interferéncia na viabilidade celular. Os peptideos
sintéticos marcados com FITC foram analisados por citometria de fluxo e apenas
FITC-PenA2 internalizou espontaneamente em quantidade consideravel nas
linhagens C33a e SiHa nas concentracdes testadas (Figuras 32 e 33). Devido a
dificuldades na solubilidade, a constru¢cdo sem FITC foi encomendada (PenA2), e
embora presuma-se que esta também seja capaz de atravessar a membrana celular,
o peptideo A2 fusionado a Penetratina ndo parece se ligar com alta afinidade a E6
(Figura 38). Este resultado é compreensivel a luz da natureza quimica da Penetratina,
um peptideo de penetracao celular, portanto com cargas positivas. Devido ao carater
negativo do peptideo A2, € de se esperar que haja interacdes entre A2 e a Penetratina,
reduzindo a capacidade de ligacdo de A2 a E6. A internalizacdo dos fagos
apresentando os peptideos A2 e A10 também foi testado nas mesmas linhagens por
imunofluorescéncia, mas ndo se mostrou consistente (Figuras 34 e 35). A partir da
analise da viabilidade celular, buscou-se sugestbes 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 ligacdo de E6 e E6AP. Nestes testes, FITC-PenA2 reduziu a viabilidade
da linhagem C33a, um efeito inespecifico provavelmente relacionado a sua
insolubilidade no meio de cultura e consequente presenca de agregados sobre as
células (Figura 36). O peptideo PenA2 (sem a marcacéo por FITC) também foi testado,
mas ndo apresentou resultados satisfatérios na inibicdo da viabilidade celular,
sugerindo mais uma vez que a Penetratina poderia interferir na atividade de A2
(Figuras 39 e 40).

Embora peptideos em geral ndo sejam bons farmacos, pela sua
susceptibilidade a acdo de proteases e incapacidade de atravessar membranas
bioldgicas, eles sdo ferramentas Uteis para o desenho racional de farmacos e de
farmacoforos. Os farmacoforos permitem estabelecer exigéncias de interacéo
minimas necessarias a um determinado ligante para interagir com seu sitio de ligagéo.
Esta abordagem ja foi utilizada por Baleja e seus colaboradores (2006) e pode ser
aplicada também ao peptideo A2. As interacbes cation-pi descritas, por exemplo,
podem ser mimetizadas por compostos aromaticos. De fato, a grande maioria dos
compostos ja caracterizados com potencial para inibir E6 apresentam anéis
aromaticos (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.

E importante considerar que os peptideos e compostos descritos neste estudo
podem apresentar limitacbes para atravessar a membrana, manterem-se estaveis,
distribuirem-se e atuar sobre a proteina E6 quando administrados as ceélulas em
cultura. Isso pode explicar a inconsisténcia entre a ligacdo e a especificidade
observadas nos ensaios com a proteina recombinante e a auséncia de efeitos

especificos nas linhagens celulares. Ademais, os peptideos e compostos ainda podem
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ter suas propriedades de ligacdo, estabilidade e farmacodinamica otimizadas em
estudos futuros.

Os testes in vitro podem ser laboriosos e limitar o nUmero compostos a serem
testados, mesmo nas varreduras em larga escala (MALECKA et al., 2014; CHITSIKE
et al., 2021). Contudo, os ligantes peptidicos ou pequenos compostos encontrados
agui podem ser o elo entre inibidores recém-descobertos e uma terapia efetiva contra
o HPV. Com a ampla gama de tecnologias de analise in silico disponiveis hoje e
atualizadas em grande velocidade, os inibidores ja descritos podem ser utilizados e
comparados, servindo como lead para o desenvolvimento racional de farmacos
(SOUMIA et al., 2022).

Finalmente, o novo ligante peptidico aqui descrito interage com aminoacidos
altamente conservados nas proteinas E6 produzidas por HPV de alto risco oncogénico
e mais prevalentes em tumores do colo do utero (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, pénis, anus
e orofaringe atribuiveis a esta infeccdo viral (SANJOSE et al., 2018). Assim, este
estudo constitui mais um passo no esfor¢co para o desenvolvimento de uma terapia
eficaz contra a infeccdo e tumorigénese HPV-induzida, além de contribuir para
estudos estruturais da proteina E6. Estes avancos, finalmente, poderao contribuir para
a evolucao do tratamento e beneficiar os milhares de pacientes que sofrem com lesdes

e tumores induzidos pela infec¢ao por HPV.
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6. CONCLUSOES

O céancer € um conjunto heterogéneo de doencgas que afetam milhdes de pessoas
todos os anos e constituem importante causa de mortalidade e morbidade. Enquanto
a maioria dos tumores s pode ser contida a custo da destruicao de células saudaveis,
o papel do papilomavirus humano no desenvolvimento de lesGes precursoras e
canceres induzidos por esta infeccdo determina uma oportunidade Unica para o
tratamento destas patologias, permitindo direcionar a terapia para um alvo
exclusivamente viral, como a oncoproteina E6. Apesar do reconhecido sucesso das
vacinas profilaticas contra o HPV, sua acao estéa condicionada a auséncia de contato
prévio com o virus, excluindo os milhares de pacientes jA acometidos por estas
enfermidades. A auséncia de farmacos eficazes e especificos para o tratamento da
infeccdo e carcinogénese por HPV faz com que os pacientes sejam submetidos as
mesmas terapias utilizadas para combater outros tumores, invasivas e debilitantes.
Considerados estes pontos, torna-se imperativo o empenho no avanco do campo de
pesquisa de tratamentos especificos, que levem em consideracao o curso da doenca
por HPV. Neste cenério, nosso estudo constitui uma prova de conceito importante de
que pequenas moléculas podem inibir a atividade das proteinas virais e busca
contribuir, através da descricdo de novas interacbes da oncoproteina E6, com o
avanco no desenvolvimento de tratamentos especificos para combater a infeccéo e a

tumorigénese induzida pelo HPV.
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APENDICE

APENDICE A - Anélise completa dos ensaios de Displacement Screening:

varredura do banco de compostos The Pandemic Response Box

Figura 47 — Ensaio de competicao do fago A2 com pool de compostos da placa A pela
ligacdo a GST-E®6.
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Ensaio de ligacao de fagos na auséncia ou presenca de pools compostos do Pandemic Response Box.
Os valores foram normalizados em relacdo ao controle sem competicdo (+ DMSO). A linha azul
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padréo acima ou abaixo da média.
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estdo abaixo de um desvio-padrao
em relagcao a média dos controles. Pep = 10uM do peptideo A10.
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Figura 48 — Ensaio de competicdo do fago A2 com pool de compostos da placa B pela
ligacdo a GST-E®6.
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Ensaio de ligacdo de fagos na auséncia ou presenca de pools compostos do Pandemic Response Box.
Os valores foram normalizados em relacdo ao controle sem competicdo (+ DMSO). A linha azul
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrdo acima ou abaixo da média.
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estao abaixo de um desvio-padrao
em relacdo & média dos controles. Pep = 10uM do peptideo A10.
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Figura 49 — Ensaio de competicdo do fago A2 com pool de compostos da placa C pela
ligacdo a GST-E®6.
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Ensaio de ligacdo de fagos na auséncia ou presenca de pools compostos do Pandemic Response Box.
Os valores foram normalizados em relacdo ao controle sem competicdo (+ DMSO). A linha azul
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrdo acima ou abaixo da média.
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estdo abaixo de um desvio-padrao
em relacdo & média dos controles. Pep = 10uM do peptideo A10.
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Figura 50 — Ensaio de competicdo do fago A2 com pool de compostos da placa D pela
ligacdo a GST-E®6.
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Ensaio de ligacdo de fagos na auséncia ou presenca de pools compostos do Pandemic Response Box.
Os valores foram normalizados em relacéo ao controle sem competicdo (+ DMSO). A linha azul
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrdo acima ou abaixo da média.
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estdo abaixo de um desvio-padréao
em relagcao a média dos controles. Pep = 10puM do peptideo A10.



124

Figura 51 — Ensaio de competicdo do fago A2 com pool de compostos da placa E pela
ligacdo a GST-E®6.
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Ensaio de ligacdo de fagos na auséncia ou presenca de pools compostos do Pandemic Response Box.
Os valores foram normalizados em relacdo ao controle sem competicdo (+ DMSO). A linha azul
representa a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padréo acima ou abaixo da média.
As setas vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estao abaixo de um desvio-padrao
em relacdo & média dos controles. Pep = 10uM do peptideo A10.
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Figura 52 — Ensaio de competicdo do fago A2 com compostos da placa E pelaligacao a
GST-ES6.
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Ensaio de ligacao de fagos na auséncia ou presenca de compostos do Pandemic Response Box. Os
valores foram normalizados em relacéo ao controle sem competi¢cdo (+ DMSO). A linha azul representa
a média do controle e as linhas vermelhas, um desvio-padrao acima ou abaixo da média. As setas
vermelhas destacam um pool e compostos cujas duplicatas estdo abaixo de um desvio-padrdo em
relacdo & média dos controles. Pep = 10uM do peptideo A10.
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Introduction

The new Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS)
coronavirus, known as SARS-CoV-2, has rapidly spread
worldwide. Among its many symptoms, ageusia (loss of
taste) and anosmia (loss of smell) are considered as hall-
marks of infection [1]. Possible mechanisms for loss of
smell and taste in the course of COVID-19 disease are being
explored [2, 3] but no direct role of the Renin-Angiotensin-
aldosterone system (RAAS) in anosmia and ageusia has
been suggested until now. Here we raise a mechanistic
hypothesis of unexplored functions of RAAS-associated
peptidases in modulating senses of taste and smell and its
relationship  with chemosensory impairment during
COVID-19. This mechanistic perspective has implications
for personalized medicine and the pharmacogenomics of
COVID-19 management.
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RAAS-associated peptidases as cellular
coronaviruses receptors in humans

Loss of taste (ageusia) and/or loss of smell (anosmia) have
unusually emerged as the most specific symptoms in
COVID-19 pandemic outbreak, often being the first or the
lone differentiating clinical manifestation of infection by
SARS-CoV-2 [1, 4]. During evolution, many coronaviruses
have coopted components of the Renin-Angiotensin-
Aldosterone System (RAAS) as viral entry receptors [5].
SARS-CoV, the virus responsible for the global outbreak of
SARS in 2003, and SARS-CoV-2, the viral etiology of the
current COVID-19 pandemic, both use angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE2) as functional receptor for
viral entry [6, 7]. Other coronaviruses such as hCoV-229E,
which causes common cold, enter cells via aminopeptidase
N (APN or CDI13) ref. [8]. ACE2 and APN are both
enzymes from RAAS, potentially pointing to this system as
a direct contributor for infection and disease progression of
coronaviruses in mammals.

The RAAS (Fig. 1) is best known as an endocrine net-
work that regulates arterial blood pressure and fluid balance
homeostasis. It acts systemically through angiotensinogen-
derived peptides in blood vessels of the heart and kidney. In
brief, liver-produced angiotensinogen is converted into the
peptide angiotensin-I (Angl) by the peptidase renin, pro-
duced by the kidney. Angl is then cleaved by ACE into
Angll, which is a potent vasoconstrictor peptide. However,
Angll has a truly short life as it is further converted by
aminopeptidase A (APA) and aminopeptidase N (APN) into
other metabolite peptides with different bioactivities.
Besides these well-documented vascular effects, the RAAS
is also known to participate in other complex biological
phenomena, such as glucose metabolism, kidney home-
ostasis, and cancer-related angiogenesis [9-11]. ACE2 and
APN, the cell-entry receptors for coronaviruses, are in fact
membrane-bound peptidases responsible for processing of
RAAS-related peptides, indicating a plausible involvement
of this system in related symptoms of infection. Although
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Fig. 1 The canonical RAAS
pathway. Simplified schematic
representation of the RAAS.
Light arrows represent secretion,
dark arrows represent enzymatic
reactions and lines represents
bound to receptor.

ACE: Angiotensin II Converting
Enzyme, APA: aminopeptidase
A, APN: aminopeptidase N,
ATIR: Angiotensin II type 1
receptor, AT2R: Angiotensin II
type 2 receptor, MasR: Mas
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these proteases have been found in lung, kidney, intestine,
and other organs, their expression pattern in sensory tissues

in correlation to virus infection is currently under evaluation
to determine its potential effects in either oral or nasal
epithelium and its role in taste and/or smell impairment
during the pathogenesis of viral infection.

Taste impairment mediated by SARS-CoV-2
infection: Is there a role for the RAAS?

RAAS components are expressed in taste buds of mice and
have been shown to modulate perception of salty and sweet
flavors [12, 13]. In fact, ACE2 is found in human epithelial
cells of the tongue, and its expression is downregulated by
SARS-CoV and SARS-CoV-2 infection [14, 15]. Although
less frequently reported, oral chemosensory alterations are
also present in hCoV-229E infection via APN receptor,
suggesting a role of RAAS dysfunction in viral infection-
related ageusia and dysgeusia [16]. Thus, we postulate that
RAAS might be involved in loss of taste reported during
coronaviruses infection course.

Peptidases regulate metabolism of amino acids and flavor
perception in food by releasing specific residues [17].

SPRINGER NATURE

' AT2R ' ( MasR '

Distinct amino acids have specific flavors such as gluta-
mate, well known for its umami taste and widespread used
in food industry as a flavor additive (under the trade name
“AJI-NO-MOTO” or “BROFE”, “essence of taste”), and
some L-amino acids with aromatic side chains, which
trigger bitter taste [18, 19]. ACE2 and APN are, respec-
tively, amino- and carboxypeptidases that promote proteo-
lytic cleavage of proteins and peptides. These RAAS
proteases expressed in tongue epithelium may promote
activation of taste receptors by releasing residues and thus
contributing to taste perception. Once coronaviruses binds
to ACE2, they are internalized together into cells, reducing
ACE2 availability in the cell membrane [20]. Therefore,
ageusia and dysgeusia could perhaps reflect insufficient
RAAS peptidase function at membrane due to receptor
internalization by coronaviruses infection on taste buds
(Fig. 2A). Thus, we reasoned that the proteolytic release of
amino acids by RAAS peptidases might be an as yet
unappreciated component of taste perception.

Some organs have a functional RAAS pathway, which
works cooperatively with systemic RAAS to maintenance
of body homeostasis [21]. For instance, local RAAS were
reported for kidney, working as a paracrine control of salt
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Fig. 2 Local RAAS impairment leads to loss of taste and smell
during COVID-19. A. Hypothesis schematic representation: Local
RAAS in nasal and oral tissue drives loss of taste and smell after

absorption in glomerulus, whose damage contribute to the
pathophysiology of hypertension and renal injury [22]. This
also seems to be the case for flavor-perceiving tissues
because all components of the pathway are expressed in
taste buds, namely renin, angiotensinogen, angiotensin II

type-1 receptor (ATIR), and ACE2 [13]. Notably, exo-
genous Angll suppresses salt and enhance sweet taste

responses in mice through ATIR while pharmacological
inhibition of ATIR suppresses the Angll effects on taste
cells. This mechanism thereby contributes to reduced intake
of salt and sugar, providing evidence of RAAS impact on
taste sensitivity and food consumption [12]. Furthermore, a
large study of self-reported chemosensory dysfunction
during COVID-19 from Global Consortium for Chemo-
sensory Research (GCCR) has recently highlighted salty
and sweet flavor perception disturbances among the most
reported taste-related impairments in SARS-CoV-2 infec-
tion, followed by the others [23]. Altogether, these data
corroborate the existence of local RAAS pathway in flavor-
perceiving tissues and their possible implication in the
genesis of COVID-19 infection-related symptoms.

Sweet and salty taste cells are central for energy intake
and electrolytic homeostasis, respectively, and it is reason-
able that it might have a rapid and regionalized intake
control, managed by a local RAAS. Given that ACE2
receptors are expressed in other cell types, as umami, bitter
and sour taste receptors, RAAS may also have unexplored
roles in these other taste sensors. Likewise, APN is also
expressed in mice tongue, co-localizing with G-a-gustducin

Normal

/‘, 'RAAS receptor

® ®  Taste receptor?

.“““.mnu o 9080 O 00

Olfactory receptor?

ACE2

Infected

RAAS receplor

Taste receptor?

4 Y » SARS-CoV-2

Olfactory receptor?

SARS-CoV-2 infection due to reduced protease activity. B Colocali-
zation of APN (CD13) and gustducin. Confocal microscopy image of
tongue shows co-localization of APN and gustducin.

(Fig. 2B), a G-protein associated with taste and gustatory
transduction [24]. As coronaviruses hijack the mammalian
cell machinery, other molecules involved in taste processing
and signal transduction may be impaired in infected cells,
leading to the ageusia and dysgeusia as the presenting and

hallmark symptom reported by many COVID-19 patients.
As a tantalizing final piece of evidence supporting the

involvement of the RAAS in sensory disturbances, either
loss or impairment of taste have been self-reported by some
patients during use of angiotensin II receptor blockers or
ACE inhibitors, in a dose-dependent manner [25-27]. One
should note that, in usual clinical settings, those anti-
hypertensive drugs are often under the molar concentrations
required for effective peptidase inhibition in oral epithelial
and in taste cells, which would explain this peculiar side-
effect being reported only by some and not by most or all
hypertensive patients receiving RAAS-modulating drugs.

Sniffing out COVID-19: “A rose by any other name
would smell as sweet”

Far less is currently known about the role of the RAAS
pathway in olfaction but RAAS enzymes are also expressed
in murine and human olfactory epithelium [28, 29]. In both
species, ACE2 was found in sustentacular cells, primarily
associated with structural support, and in stem and peri-
vascular cells [30]. In contrast, olfactory neurons do not
seem to express the entry receptor for SARS-CoV-2
[30, 31]. Although a local RAAS has not as yet been
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described for olfactory epithelium, the presence of ACE2 in
sustentacular cells would arguably favor of a mechanistic
role of this system in the processing of odorant molecules.
Enzymatic pre-processing of odorants did occur prior to
olfactory recognition, as demonstrated to odorants with
functional groups (such as aldehydes and esters) that are
typically targeted by metabolic enzymes present in mucus.
Post-processed metabolites stimulate other odorant recep-
tors and modulate olfactory transmission [32]. Likewise,
APN is also expressed and proteolytic active in nasal epi-
thelium [33], directing us to the hypothesis that protease
activity of ACE2 and/or APN might be relevant to che-
mosensory recognition by participating in odorant proces-
sing that precedes receptor recognition.

Moreover, sustentacular cells have structural and pro-
tective roles on olfactory neurons similar to glial cells in
central nervous system. They are tentatively responsible for
damage prevention from hazardous molecules to neuronal
olfactory cells. In fact, many odorants bound to odorant-
binding proteins (OBP) in nasal mucus and are internalized
by sustentacular cells, which mediates rapid clearance of
molecules from olfactory neurons contact surface [34].
Intercellular communications between sustentacular and
neuronal cells also regulate odor perception and their
impairment could lead to sense disturbances [35, 36]. The
infection of sustentacular cells by SARS-CoV-2 in animal
model results in loss of cilia in olfactory sensory neurons
[31], what likely impairs processing and internalization of
odorants as well as intercommunication between these two
cell types. Lastly, reduction in odorant-OBP complexes

uptake by infected nasal support cells could also trigger
odorant receptors desensitization [37], ultimately resulting

in anosmia observed in COVID-19 infected patients.

SARS-CoV-2 pharmacogenomics and RAAS-related
polymorphisms

Is there a role for genetic background in modulating RAAS
in the setting of SARS-CoV-2 infections? If so, how is it
connected to COVID-19 symptoms? Although socio-
demographic data, age and comorbidities correlate with
severity of disease, they are not sufficient to explain the
high variability in clinical manifestation, outcomes and
mortality rates of SARS-CoV-2 infection. These observa-
tions have raised an increasing interest in the role that
certain host’s genetic backgrounds might play in this sce-
nario [38]. In genomic association studies, two loci were
related to morbidity of COVID-19 disease: the ABO gene
locus, in chromosome 9, and the locus 3p21.31. The ABO
gene locus was previously known as a source of pharma-
cogenomic variants correlated to ACE activity; most strik-
ingly, now the exact same genetic locus has been implicated
in increased respiratory failure of COVID-19 patients
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[39, 40]. Regarding polymorphisms in ACE2 gene itself, it
is known that variants in this genetic locus promote phar-
macogenetic modulation of ACE inhibitors response [41]
and therefore they have now been under scrutiny as genetic
susceptibility loci for COVID-19 outcomes [42]. One
should note that the ACE2 locus is located at chromosome
Xp22.2 and that, as an X-linked gene, its genetic poly-
morphisms will have dominant effects in men and may
thereby contribute to clarify the increased prevalence of
severe COVID-19 cases in male patients. As X-chromosome
inactivations in women are mostly random, they might
perhaps exert a protective role in target tissues from most
severe forms of COVID-19. The new locus implicated in
respiratory failure of new coronaviruses disease, located in
the chromosome 3, comprises a Neanderthal-inherited
region of human genome and was actually shown to be
less frequent in the East Asia population [43]. Consistently,
there is also a relevant ethnic difference in the prevalence of
taste and smell disturbances as symptoms of COVID-19,
which are clinically three times less common in East Asia
[44]. Thus, one could speculate that this variance results
from the differential genetic prevalence of this specific
chromosomal region in 3p2l, although such theory still
remains to be proven. Lastly, the viral genome may be
crucial for infection consequences, since the D614G variant
of SARS-CoV-2 (the predominant strain in Europe) pre-
disposes infected individuals to suffer from anosmia [45]. In
this sense, genomic variants affecting RAAS gene expres-
sion or activity likely influences taste and smell sense
impairment, although this hypothesis has not as yet been

clinically confirmed. Thus, genetic background is relevant to
personalized response to SARS-CoV-2 infections and

treatment, and could be responsible for disparities observed
in COVID-19 drug-repurposing investigational clinical trials
[46, 47]. In sum, these data highlights the urgent need for
detailed populational pharmacogenomic studies.

Taste, smell in the setting of COVID-19: the current
state of the medical science and knowledge gaps

It is widely accepted that olfactory deficiency influences
taste perception through damage in the retronasal olfactory
contribution to flavor perception, but one could speculate
that both likely occur under a common viral etiology. Data
from GCCR report on oral and nasal sensory disturbances
sought to minimize olfaction influence in taste report and
actually suggested a degree of independence between these
factors [23]. Consistently with a transient infective agent,
COVID-19-related symptoms seems to last only few weeks,
while only long-lasting olfactory disturbances were shown
to have influence on taste sense [48].

Self-report of olfaction and gustatory disturbances
facilitates populational data acquisition as shown by a
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smartphone application to symptoms report of non-
hospitalized COVID-19-positive individuals [49]. Despite
of the increased reach of internet-based platforms or
population survey questionnaires, subjectivity of self-
reporting may always lead to underestimation of symp-
toms prevalence [23]. As a matter of fact, when objective
olfactory tests were applied, 98% of patients presented
some degree of smell dysfunction against only ~60-80%
reported by other subjective approaches [1, 50, 51].
Therefore, the application of objective tests to properly
evaluate the extent of ageusia and anosmia in patients with
suspected or confirmed SARS-CoV-2 infection is clearly
desirable.

The nasal and oral epithelia are the main gateways for
respiratory virus infections. As receptors for coronaviruses
such as ACE2 and APN are expressed in these sensory
tissues, one could surmise that these pathogens indeed gain
entry through certain nasal and oral cells and control the
intrinsic mammalian cell machinery to produce viral parti-
cles, thereby altering the native physiology of chemosen-
sory perception. This logical possibility is evidenced by
high viral loads found in nasal cavity--which indicates site-
specific viral replication in the anatomical site--that is fur-
ther confirmed by the use of nasal swabs analysis as diag-
nostic tools [52]. Even if one cannot entirely rule out the
contribution of local inflammation to sensory disturbances,
unlike other viral infections, COVID-19 loss of taste and
smell is rarely reported along with nasal congestion with no
significant alterations in paranasal sinuses by computed

tomography [23, 53], directing us to other causes than
immunologic  alterations in  sensitive organs by

inflammation.

Animal models for coronaviruses infection have been
particularly challenging, since infection in mice does not
reliably mimic the clinical features often seen in humans.
The emergence of transgenic mice expressing human (h)
ACE2 and/or hAPN under species-specific promoters [54—
56] may allow an improved understanding of viral patho-
genesis. Golden Syrian hamsters were recently used as a
trustworthy model to olfactory alterations, resembling par-
tial recovery of olfactory epithelium in 14 days post-
infection seen in patients [31]. The establishment of non-
human primate animal models for SARS-CoV-2 infection
and disease are in progress. These models can resemble
respiratory failure and mucosal viral loads found in humans
[57-59] and may be useful tools to explore smell and taste
impairment, perhaps even more reliable than hACE2
transgenic mice. Considering limitations of each species in
experimental design, all may be used to unravel the con-
tribution of RAAS to chemosensory disturbances during
coronaviral infection, perhaps in combination with classic
food-aversion experimental models.

Final remarks

Several lines of evidence point to RAAS impairment as a
central element in the pathophysiology of anosmia and
ageusia during initial presentation of SARS-CoV-2 infec-
tion in humans. The juxtaposition of a loco-regional
functional RAAS system, with SARS-CoV-2 entry recep-
tor expression in sensory organs, and the side-effects of
RAAS inhibitors affecting gustatory senses present an
interesting research paradigm to unveil the contribution of
this ancient system to the pathogenesis of ageusia and
anosmia caused by COVID-19 infection. A well-codified
symptom-infection relationship will expedite management
and isolation of infected people, particularly in developing
countries lacking enough specific test capacity. While most
patients seem to fully recover from respiratory COVID-19
infections, it remains too early to tell whether there are
permanent effects on the precious human senses of taste
and smell. Moreover, The COVID-19 Host Genetics
Initiative [60], a joint effort that aim to determine genetic
variants involved in response to infection and development
of disease, will open a promising path to pharmacogenomic
exploration of treatment and symptoms management of
SARS-CoV-2 infection. Considering the central influence
of RAAS in the pathophysiology of COVID-19 infection,
research focused on organ-specific consequences may be
helpful to understand the disease course and hopefully lead
to insights into the development of effective therapies and
vaccines.
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