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1. Introduciao

O cancer de colo de utero, uma neoplasia maligna cujo principal fator etioldgico € a
infeccdo persistente por tipos oncogénicos do Papilomavirus Humano (HPV), continua a ser
um desafio global de satde publica, afetando desproporcionalmente populagdes em cenarios de
vulnerabilidade socioecondmica '>. Embora seja uma doenga majoritariamente prevenivel, a
Organizacdo Mundial da Satde encontra barreiras significativas para sua eliminacdo. Um
exemplo emblematico ¢ a situacdo epidemioldgica de Manaus, Amazonas, que, apesar da
disponibilidade de vacinagdo e rastreamento, sustenta uma das mais elevadas taxas de
incidéncia do mundo conforme dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) de 2023. Este
cendrio aponta para a necessidade de estratégias mais eficazes e adaptadas, incluindo o
monitoramento de mutagdes virais locais .

Estudos genomicos recentes em nossa regido Amazonica identificaram mutagdes
especificas do HPV-16 com um perfil mutacional distinto nos oncogenes E6 ¢ E7. Mutacdes
como LI90V em E6 e N29S em E7 sdo altamente prevalentes, mas seu impacto estrutural e
funcional permanece desconhecido *. A auséncia de modelos tridimensionais para estas
mutacgdes representa uma lacuna critica que limita o desenvolvimento de diagndsticos de
precisdo e imunoterapias direcionadas *.

Diante disso, nosso trabalho propde a aplicagdo de inteligéncia artificial e
bioinformatica estrutural para preencher essa lacuna. Utilizando o AlphaFold, realizaremos a
modelagem in silico da oncoproteina E6 com e sem mutagdes. Em seguida, empregaremos
técnicas de docking molecular e dindmica molecular para elucidar suas interacdes com alvos
celulares chave, como a proteina supressora de tumor p53. Por fim, conduziremos a predi¢ao
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de epitopos antigénicos como um passo inicial para o desenho in silico para diagnosticos de
HPV-16.

2. Material e Métodos
2.1. Modelagem Estrutural de Oncoproteinas e Complexos de Referéncia

As sequéncias de aminoacidos de referéncia (wild-type) para as oncoproteinas E6 e E7
do HPV-16 foram extraidas do genoma de referéncia depositado na plataforma NCBI (GenBank
ID: NC _001526). As sequéncias foram entdo modificadas in silico para introduzir as mutac¢des
de sentido trocado (missense) de interesse, previamente identificadas em pacientes do estado
do Amazonas, no Brasil ¢ no mundo.

A predigdo da estrutura tridimensional das proteinas, tanto na forma wild-type quanto
mutante, foi realizada utilizando o AlphaFold server (https://alphafoldserver.com/) °, um
algoritmo de deep learning de alta precisdo. A qualidade dos modelos gerados foi
rigorosamente avaliada por dois métodos complementares: Andlise de Confianca Interna,
utilizando do escore pLDDT (predicted Local Distance Difference Test) gerado pelo proprio
AlphaFold, que estima a confiabilidade da predicdo por residuo; Validagdo Geométrica
Externa, onde houve a submissdo dos modelos a plataforma MolProbity para analise da
qualidade estereoquimica, incluindo angulos da cadeia principal (Mapa de Ramachandran) e
contatos estéreis.

Para fins comparativos e de validagdo dos modos de interagdo, foram empregadas
estruturas resolvidas experimentalmente ¢ depositadas no Protein Data Bank (PDB). Isso
incluiu o complexo p53-E6-Ubiquitina (PDB ID: 4XR8) ©. A metodologia pode ser resumida
conforme a Figura 1.
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Figura 1. Diagrama da metodologia computacional empregada.
2.2. Predicdo e Modelagem de Epitopos Antigénicos

A predicao de epitopos antigénicos foi conduzida para as proteinas estruturais (L1/L.2)
e nao estruturais (E6/E7), utilizando as sequéncias do HPV-16. Empregou-se o servidor
Immune Epitope Database (IEDB) para identificar epitopos de linfécitos T, utilizando suas
ferramentas baseadas em redes neurais artificiais. As predicdes de ligacdo ao Complexo
Principal de Histocompatibilidade de classe I (MHC-I) foram realizadas para um painel de
alelos HLA.



Os peptideos com maior afinidade de ligagdo prevista (epitopos candidatos) foram
modelados tridimensionalmente com o AlphaFold. Subsequentemente, a imunogenicidade
potencial desses epitopos foiinvestigada por meio de docking molecular com receptores imunes
relevantes, como o Receptor de Células T (TCR) e MHC-1.

2.3. Docking Molecular Proteina-Proteina

Para avaliar o impacto das mutagdes na afinidade de interagdo, bem como a ligacao dos
epitopos preditos, foram realizadas simula¢des de docking proteina-proteina. Realizou-se o
docking na ferramenta PIPER integrada ao software Schrodinger Maestro 2021-2 em sistema
operacional Linux. A afinidade de interacdao foi quantificada em termos de energia livre de
ligagdo (AG, em kcal/mol).

2.4. Simulacdes de Dinamica Molecular para Analise de Estabilidade

Os complexos proteicos de maior interesse obtidos na etapa de docking foram
submetidos a simulagdes de dindmica molecular (DM) para avaliar sua estabilidade
conformacional em um ambiente aquoso. Utilizou-se o Desmond 7, médulo do pacote
Schrodinger Maestro 2022-1 com campo de for¢a OPLS4. Em relacdo ao hardware as
simulagdes foram aceleradas por GPU (NVIDIA RTX 3050) em ambiente Linux (Ubuntu
24.10). Dentre os parametros da simulagdo optou-se por um ensemble NPT (nimero de
particulas, pressao e temperatura constantes), nas condigdes de Temperatura de 300 K
(controlada pelo termostato de Langevin) e pressdo de 1 atm (controlada pelo barostato de
Nosé-Hoover). Quanto ao solvente, utilizou-se o modelo de 4gua explicito TIP3P em uma caixa
de solvatagdo cubica. A duragdo das simulagdes foi de 300 nanossegundos (ns) para cada
sistema, o que confere uma boa amostragem de dados para uma andlise consistente.

3. Resultados e Discussao

Este estudo demonstrou que as mutagdes encontradas na oncoproteina E6 do HPV-16,
previamente identificadas em pacientes do estado do Amazonas, enfraquecem
significativamente sua interacdo com a proteina supressora de tumor p53 em comparacdo ao
wild-type (Figura 2). Essa conclusdo ¢ sustentada por uma perda drastica de contatos
moleculares: enquanto a forma ndo mutada do complexo se estabiliza com 10 (dez) ligagdes de
hidrogénio, a forma com as mutacdes mantém apenas 5 (cinco) (Figura 3).

Docking para o complexo p53-E6 do Docking para o complexo p53-E6 do
HPV-16 sem mutacoes (wild-type) HPV-16 com mutagoes

Figura 2. Estrutura tridimensional da intera¢ao p53-E6 obtida a partir do docking molecular e
das predi¢des de 1A no AlphaFold3 comparando a forma mutante com a selvagem.



Essa instabilidade estrutural tem uma consequéncia energética importante. O valor de
decomposi¢cdo de energia aumentou de -51.91 kcal/mol no complexo padrao para -39.10
kcal/mol no complexo com as mutacdes, indicando uma menor afinidade de ligacdo. Uma
interacao E6-p53 mais fraca pode implicar em uma menor eficiéncia na inativagao da p53, um
mecanismo central da carcinogénese cervical (Figura 3).
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Figura 3. Em a) temos o diagrama de intera¢des quando a proteina viral do HPV-16 E6
apresenta mutacdes, sendo a Cadeia A a oncoproteina E6 e a Cadeia B a proteina p53. Em b)
tem-se a forma ausente de mutagdes.

Na predigao de epitopos antigénicos (Tabela 1), destaca-se o segmento RAHYNIVTF
da oncoproteina E7 e o segmento TIHDIILECV da oncoproteina E6 dentre os de maior
probabilidade preditos na plataforma IEDB que podem induzir uma imunogenicidade para
receptores de células-T e complexos de histocompatibilidade MHC-1.

Tabela 1. Predicdo da sequéncia dos epitopos preditos para os antigenos do virus HPV-16.

Sequéncia do epitopo Antigeno
RAHYNIVTF Oncoproteina E7
YMLDLQPETT Oncoproteina E7
LLMGTLGIV Oncoproteina E7
TLGIVCPI Oncoproteina E7
TIHDIILECV Oncoproteina E6
KLPQLCTEL Oncoproteina E6
FAFRDLCIV Oncoproteina E6
EVYDFAFRDL Oncoproteina E6

4. Conclusdes preliminares



As mutagdes endémicas do HPV-16, tanto no Amazonas, no Brasil ¢ no mundo
comprometem a integridade estrutural do complexo E6-p53. A perda de metade das ligagdes de
hidrogénio estabilizadoras resulta em uma diminui¢do mensuravel da afinidade de ligacdo, o
que sugere uma potencial atenuacao da capacidade da oncoproteina E6 de sequestrar e mediar
a degradacdo de p53. Dessa forma, os resultados fornecem uma base molecular para a hipotese
de que pacientes infectados com esta variante possam apresentar desfechos clinicos distintos.
Embora estes dados in silico fornegam uma forte hipdtese para gravidade da doenca, sdao
necessarios estudos in vitro em cultura de células e clinicos para validar o impacto dessas
alteragdes moleculares no progndstico da infec¢do cervical na populacdo do Amazonas.
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