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RESUMO 

 

A infecção pelo papillomavirus humano (HPV) é o principal agente causal para o desenvolvimento 

de câncer de colo uterino que é a segunda causa de morte por câncer em mulheres no mundo e o 

segundo tipo de câncer mais frequente em mulheres na faixa etária de 15 a 44 anos. Além disso, é 

cada vez mais frequente a infecção por HPV em diferentes locais do corpo humano ocasionando 

tanto lesões malignas quanto benignas. Dada à importância clínica na saúde pública mundial desta 

infecção, têm surgido esforços da comunidade científica a fim de desenvolver fármacos que possam 

inibir e/ou impedir a infecção desse vírus. Neste sentido, a proteína E1 é uma das proteínas virais 

que têm sido investigadas como um alvo potencial para o desenvolvimento destes fármacos, já que 

a mesma é uma DNA helicase que participa do processo de replicação viral. O potencial de 

derivados do ácido bifenilsulfonacético na inibição da atividade ATPase de E1 foi verificado em 

estudos anteriores. O derivado n° 9 teve maior eficácia na inibição da atividade ATPase da E1 

helicase de HPV6 do que na E1 helicase de HPV11. Como não foi encontrado nenhum outro sítio 

de ligação além do sítio ATPase na E1 de HPV18, esta diferença de inibição observada entre os 

HPVs estudados foi atribuída a ligação do derivado n° 9 ao aminoácido Y486 de HPV6 que resulta 

uma mudança conformacional no sítio ATPase e consequentemente impede a ligação do ATP. 

Assim, o objetivo deste trabalho foi utilizar o docking e a dinâmica molecular a fim de compreender 

o modo de ligação do derivado nº 9 do ácido bifenilsulfonacético na E1 helicase de HPV, além de 

determinar a influência dos resíduos de aminoácidos localizados no sítio ATPase na afinidade com 

o inibidor. Os resultados mostraram que o derivado nº 9 do ácido bifenilsulfonacético e o ATP 

competem pelo mesmo sítio de ligação e, além disso, as mobilidades observadas no P-loop e nos 

resíduos de aminoácidos A486, K490, S491 e Y492 do sítio ATPase podem determinar a diferença 

de afinidade do complexo proteína-inibidor. 

 
 

 

 

Palavras-chave: HPV, E1 helicase, Ácido Bifenilsulfonacético. 
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ABSTRACT 

 

Human papillomavirus (HPV) infection is described as the causative agent for development of 

cervical cancer and is related to the appearance of benign and malignant lesions in different sites of 

the human body. Despite of the clinical importance in global public health of this infection, there 

have been efforts by the scientific community for to develop drugs that can inhibit and/or prevent 

the virus infection. In this sense, the E1 protein is one of the viral proteins that have been 

investigated as a potential target for the development of these drugs. The potential inhibitor of the 

biphenylsulfonacetic acid derivatives on the inhibition of ATPase activity of E1 was observed in 

previous studies. Compound nº 9 was more effective in inhibiting the ATPase activity of HPV6 E1 

helicase than the HPV11 E1 helicase. As there was found no other binding site than the ATPase site 

in HPV18 E1, this difference in inhibition observed between HPV studied was attributed to binding 

of compound nº. 9 to the amino acid Y486 HPV6 resulting in a conformational change in the 

ATPase site and thus prevents the binding of ATP at that site. Thus, the purpose of this study was to 

use the docking and molecular dynamics to understand the binding mode of the compound nº. 9 in 

the E1 helicase of HPV, and to determine the influence of amino acid residues located at the site 

ATPase in the inhibitor affinity. The results of this study showed that the biphenylsulfonacetic acid 

compound nº. 9 and ATP compete for the same binding site and in HPV18 E1 helicase the 

flexibility of the P-loop and the conformational rearrangement of A486, K490, S491 and Y492 are 

critical for coupling ligand binding site on the ATP. Thus, this study will contribute to the design of 

drugs that inhibit the activity of HPV E1 helicase.  

 

 

 

Keywords: HPV, E1 helicase, Biphenylsulfonacetic Acid. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os vírus pertencentes à família Papillomaviridae são capazes de infectar o tecido epitelial de 

vertebrados podendo causar lesões benignas ou malignas. Dos 189 tipos pertencentes à família 

Papillomaviridae, 120 tipos infectam humanos e, desse modo, são denominados de papillomavirus 

humano (HPV) (Bernard, Burk et al. 2010).  

O HPV está associado à ocorrência de lesões benignas e malignas em uma grande variedade 

de sítios no corpo humano (zur Hausen 2009). A infecção do trato genital feminino pelo HPV é a 

infecção sexualmente transmitida mais comum, como também, é o principal fator de risco para o 

surgimento de câncer de colo de útero (Markowitz 2007; Bodily and Laimins 2010).  

O câncer de colo de útero é a segunda maior causa de morte por câncer em mulheres no 

mundo. Aproximadamente 500 mil novos casos de câncer de colo do útero são diagnosticados 

mundialmente a cada ano e ocasionam cerca de 250.000 óbitos de mulheres por ano, sendo que 80% 

dessas mortes ocorrem em países subdesenvolvidos (Parkin, Bray et al. 2005; INCA 2006; Jemal, 

Siegel et al. 2006). No Brasil, o número de casos novos de câncer cervical esperado para o ano de 

2010 foi de 18.430, com um risco estimado de 18 casos a cada 100.000 mulheres (INCA 2009).  

 Dada à relação direta do HPV na etiologia do câncer de colo uterino, tem havido um grande 

empenho da comunidade científica a fim de desenvolver fármacos que sejam capazes de inibir este 

vírus. Desse modo, existem disponíveis duas vacinas profiláticas baseadas na produção de vírus-like 

particles (VLPs) da proteína do capsídeo viral L1. A grande limitação destas vacinas é conferir 

proteção a apenas quatro (HPV6, 11, 16 e 18) dos mais de 100 tipos de HPVs existentes atualmente 

(Shi, Sings et al. 2007; Tristram and Fiander 2007; Keam and Harper 2008). 

 Assim, a busca por novos fármacos que possam abranger uma proteção a um número maior 

de tipos virais de HPV têm sido realizada. A proteína E1 é um alvo potencial para o 

desenvolvimento destes fármacos inibidores, visto que a mesma possui a ORF (open reading frame 

– quadro aberto de leitura) mais bem conservada entre todos os genes e é uma DNA helicase que 

desempenha um papel fundamental na replicação viral (Phelps, Barnes et al. 1998; Frick 2003; 

Sterlinko Grm and Banks 2004; White, Faucher et al. 2005). 

Em estudo realizado por White, Faucher et al., (2005), o ácido bifenilsulfonacético e seus 

derivados foram capazes de inibir a atividade ATPase da proteína E1 de HPV6. Esta inibição da 

atividade ATPase foi atribuída a um único aminoácido de tirosina localizado próximo ao sítio 

ATPase na posição 486 de HPV6. Contudo, como não foram encontrados nenhum outro potencial 

sítio de ligação além do sítio ATPase no HPV, acredita-se que a ligação dos componentes inibidores 

a esta tirosina possa ocasionar uma mudança conformacional no sítio de ligação ao ATP que seja 

capaz de alterar a afinidade do mesmo. 
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Desse modo, o presente estudo objetivou por meio de abordagens de modelagem, dinâmica e 

docking molecular, determinar a influência da dinâmica conformacional da E1 helicase de 

papillomavirus na interação com ligantes, bem como, predizer a interação do composto nº 9 

derivado do ácido bifenilsulfonacético com esta proteína. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 O Papillomavirus Humano (HPV) 

 

O genoma do HPV é composto por DNA circular fita dupla com cerca de 8Kb e está 

constituído basicamente por regiões regulatórias e pelas regiões codificantes (Figura 1). A origem 

de replicação do DNA (ORI viral) e a maioria dos promotores de transcrição estão localizados na 

região URR (região regulatória upstream). A região tardia ou late expressa genes que codificam as 

proteínas estruturais L1 e L2, cujas funções são a viabilização da liberação dos vírions pela 

formação do capsídeo viral (Favre, Ramoz et al. 1997; Terhune, Hubert et al. 2001). Já a região 

precoce ou early, codifica a maior parte dos genes virais no início do ciclo viral. As proteínas E1 e 

E2 são proteínas regulatórias da replicação viral e a proteína E4 é responsável pela maturação viral 

e alteração da matriz intracelular. As proteínas E6 e E7 são classificadas como oncogênicas por 

estarem envolvidas na transformação maligna das células infectadas pelo HPV (Munger 2004). Em 

tecidos malignos, as oncoproteínas E6 e E7, são altamente expressas e quando ocorre o bloqueio de 

sua expressão, o fenótipo de malignidade na célula cancerígena é suprimido (zur Hausen 2000).  

 

 

Figura 1. Organização do genoma dos papillomavirus. A origem de replicação viral (ORI) e os elementos regulatórios situam-

se na URR (upstream regulatory region). Os promotores dos genes Early e Late, bem como, dos sinais de poliadenilação são 

regulados durante a diferenciação da célula hospedeira. E6 e E7 modulam a regulação do ciclo celular para garantir a 

replicação viral. E1, E2, E4, E5 e E8 estão envovidadas na replicação do DNA viral, bem como, no controle da transcrição e 

outras funções. L1 e L2 são as proteínas do capsídeo (Bodily and Laimins 2010). 

 

A classificação de novos tipos virais de PV é baseada no genoma da proteína L1, uma vez 

que, esta proteína é bem conservada e pode ser alinhada com todos os PVs conhecidos (de Villiers, 

Fauquet et al. 2004; Bernard 2005). Assim, o surgimento de um novo tipo viral está condicionado a 

uma taxa diferencial do gene L1 maior que 10% em relação a outro tipo de papillomavirus 

conhecido. As diferenças entre o gene L1 de tipos de papillomavirus de 2 a 10% caracterizam 

subtipos, enquanto que menos de 2% caracterizam uma variante (de Villiers, Fauquet et al. 2004). 
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Desse modo, atualmente são conhecidos 29 gêneros de PVs que são formados por 189 tipos, sendo 

120 tipos de HPV (Figura 2) (Bernard, Burk et al. 2010). 

 

 

Alguns tipos virais são mais comumente encontrados em lesões benignas e por isso são 

denominados de HPVs de baixo risco; enquanto outros tipos virais são mais comumente associados 

à malignidade e assim sendo, são denominados de alto risco (Tabela 1) (Zur Hausen 2009). Os 

HPVs de alto risco tipos 16 e 18 são mundialmente os tipos mais prevalentes em pacientes com 

Figura 2. Árvore filogenética mostrando os 29 gêneros de papillomavirus conhecidos. Esta árvore foi construída a partir do 

alinhamento da sequência de nucleotídeos de L1 de 189 tipos de papillomavirus (Bernard, Burk et al. 2010).   
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câncer de colo uterino, uma vez que, são encontrados em 70,1% dos casos (Castlellsagué, Sanjosé 

et al. 2007). A figura 3 mostra a distribuição dos 10 tipos de HPVs mais prevalentes por continente.  

 

Tabela 1. Tipos de HPVs e sua associação com o risco de desenvolvimento de lesões malignas ou benignas. Modificado de 

Lacey (2009). 

 

Baixo risco 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 57, 66 

Alto risco 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 

52, 55, 56, 58, 59, 68 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Distribuição dos 10 tipos virais de HPV mais prevalentes no câncer invasivo de colo de útero por continente. 

Disponível em: http://apps.who.int/hpvcentre/statistics/dynamic/ico/DataQueryResult.cfm. Acesso em 17 de março de 2011.   

http://apps.who.int/hpvcentre/statistics/dynamic/ico/DataQueryResult.cfm
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O surgimento de lesões malignas ocasionadas pelo HPV está relacionado à integração viral 

ao DNA do hospedeiro. Assim, durante o seu ciclo biológico, o HPV, pode ou não integrar-se ao 

DNA do hospedeiro. Na forma epissomal ou não integrada, após o amadurecimento epitelial, o 

vírus é liberado pela lise celular. Já no processo de integração viral, ocorre à perda parcial (E2 e L2) 

ou total (E4 e E5) de proteínas regulatórias e estruturais do vírus ocasionando a expressão 

desregulada das proteínas E6 e E7 e a consequente proliferação celular desordenada (Bodily and 

Laimins 2010).  

As membranas mucosas e o tecido epitelial escamoso estratificado são os sítios preferidos 

pelo HPV para a infecção, replicação e maturação viral (Brandstetter, Bohmer et al. 2010). Uma vez 

infectado, o indivíduo poderá se curar espontaneamente ou em casos em que a resposta imune do 

hospedeiro não seja eficiente, a infecção poderá persistir e originar neoplasias intra-epiteliais que 

podem progredir para o câncer (Stanley 2009). Desse modo, a consequência clínica da infecção 

dependerá não somente do tipo de HPV que está envolvido no processo infeccioso, mas também, de 

condições inerentes do hospedeiro.  

 

2.1 Helicases – Biomotores moleculares 

 

 As helicases são enzimas que atuam como biomotores moleculares capazes de catalisar a 

separação de fitas-duplas de DNA, RNA ou híbridos DNA-RNA à custa de energia livre derivada 

da hidrólise de adenosina trifosfato (ATP) (Patel and Picha 2000). A energia química proveniente 

da hidrólise do ATP é convertida em energia mecânica para a separação da fita-dupla. A ligação ao 

ácido nucléico, ligação e hidrólise de ATP/ADP e separação de fita-dupla de ácido nucléico são 

características comuns a todas as helicases (Hall and Matson 1999). 

 As helicases podem ser classificadas quanto ao tipo de ácido nucléico em que a mesma atua, 

quanto à polaridade de separação da fita dupla, quanto ao organismo de identificação, quanto à 

estrutura oligomérica da proteína e quanto à presença de motivos (superfamílias) (Tuteja and Tuteja 

2006). 

A separação de fitas duplas de DNA/DNA, RNA/RNA, RNA/DNA e DNA/RNA conferem 

as helicases à denominação de DNA helicases, RNA helicases, RNA-DNA helicases e DNA-RNA 

helicases, respectivamente. As DNA helicases humana (HDH) I, IV e VIII, o antígeno large T de 

SV40 e a DNA helicase II do timo de bezerro são as poucas helicases que podem envolver-se tanto 

no metabolismo de DNA como no metabolismo de RNA (Tuteja and Tuteja 2006).  

A direção do movimento das DNA helicases para a separação da dupla fita pode ser tanto na 

direção 3´ - 5´ (polaridade tipo A) ou 5´- 3´ (polaridade tipo B) (Figura 4). A helicase viral E1 de 
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papillomavirus bovino tipo 1 (BPV1) é uma helicase cuja polaridade é do tipo 3´- 5´(Singleton, 

Dillingham et al. 2007).  

 

 

 

  

As helicases são fundamentais para o metabolismo de DNA e RNA e estão presentes em 

organismos procariotos, eucariotos e vírus. A primeira DNA helicase descrita, foi isolada no ano de 

1976 a partir de Escherichia coli (Abdel-Monem, Durwald et al. 1976). Dois anos depois, foi obtida 

a primeira helicase de organismo eucarioto (Hotta and Stern 1978) e somente em 1986 a primeira 

helicase viral foi descoberta (Stahl, Droge et al. 1986). Desde então, novas helicases foram sendo 

encontradas e atualmente as helicases são classificadas dependendo da fonte de origem em virais, 

eucariotas, procariotas e derivadas de bacteriófagos. 

Baseadas na similaridade e na organização de sua sequência primária, as helicases são 

classificadas em seis superfamílias (SF) denominadas SF1 – 6 (Ilyina, Gorbalenya et al. 1992; 

Gorbalenya and Koonin 1993; Singleton, Dillingham et al. 2007).  

A SF1 e 2 são helicases monoméricas que participam de diversos processos celulares e 

sendo assim, são as helicases mais prevalentes. Estas duas famílias de helicases caracterizam-se 

pela presença de sete motivos conservados (Figura 5) (2002). Pertencem a SF1 as helicases Rep e 

UvrD de bactérias gram-negativas, a helicase PcrA de bactérias gram-positivas, RecD, Dda, Pif1 e 

Rrm3. As RNA helicases DEAD-box, RecQ-like e Snf2-like são constituintes da SF2 (Singleton, 

Dillingham et al. 2007). A diferença entre a SF1 e a SF2 é o tipo de DNA que atuam, ou seja, a SF1 

é uma translocase DNAss, enquanto que a SF2 é uma translocase DNAds (Tuteja and Tuteja 2006).  

 

 

Figura 5. Os sete motivos (I, Ia, II, III, IV, V e VI) conservados nas Superfamílias 1 e 2 das 

helicases. Modificado de Caruthers e McKay (2002). 

Figura 4. Direção de translocação do DNA pelas helicases. Na polaridade 

tipo A (3´ - 5´), a enzima necessita de uma extremidade livre 3´de DNA 

fita simples enquanto na polaridade tipo B (5´- 3´) necessita-se da 

extremidade livre 5´. Modificado de Singleton, Dillingham et al.,(2007). 

A B 
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 A E1 helicase de BPV1 integra o grupo das helicases SF3 que formam hexâmeros ou duplos 

hexâmeros a fim de potencializar a sua atividade. Enemark e Joshua-Tor (2006), demonstrou que a 

estrutura cristalográfica da helicase E1 de BPV1 em complexo com DNA fita simples é composta 

por um rígido colar hexamêrico cujo diâmetro é de aproximadamente 13 Å e que está relacionado a 

estabilidade do complexo (Figura 6). As subunidades adjacentes deste hexâmero constituem os 

sítios de ligação ao ATP e desse modo, ora apresentam-se ligadas ao ATP, ora ligada ao ADP ou 

ora apresentam-se vazias. Assim, cada subunidade passa por até três conformações (ATP, ADP ou 

vazia). O evento de ligação de ATP permite a migração do DNA pelo anel hexamérico e 

subsequente liberação de ADP. Assim, para cada complexo hexamérico ocorre a hidrólise de seis 

ATPs com a consequentemente liberação de seis ADPs e a translocação de seis nucleotídeos 

(Enemark and Joshua-Tor 2006). Quanto aos motivos conservados que caracterizam a SF3 eles são 

denominados de A (Walker A), B e B´ (Walker B) e C (sensor 1 - motivo característico das SF3) 

(Singleton, Dillingham et al. 2007).  

Já as demais superfamílias das helicases (SF4 -6) constituem pequenas famílias de proteínas 

que participam da replicação do DNA de bactérias e bacteriófagos (Singleton, Dillingham et al. 

2007). As helicases pertencentes a SF3 – 6 precisam utilizar a estratégia de oligomerização para o 

seu correto funcionamento (Singleton, Dillingham et al. 2007). O processo de oligomerização é 

bastante eficiente uma vez que fornece para a proteína múltiplos sítios de ligação para ácidos 

nucléicos já que cada monômero deste complexo atua como um “cilindro” de combustão individual 

que possui o seu sítio de NTPase (Enemark and Joshua-Tor 2008).  

 

Figura 6. Visualização frontal da estrutura cristalográfica do complexo hexamérico de 

E1 helicase de BPV1 associada com DNA (Enemark and Joshua-Tor 2006). 
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2.2 Arquitetura do sítio de ATPase da proteína E1 de Papillomavirus 

 

 A determinação da estrutura cristalográfica do complexo hexamérico de E1 helicase de 

BPV1 ligado a uma molécula de DNA fita simples e ADP permitiu elucidar alguns detalhes 

atômicos do sítio de ligação ao ATP desta enzima (Enemark and Joshua-Tor 2006) (Figura 7). A 

ligação do ATP à enzima ocorre nas interfaces adjacentes dos domínios AAA
+ 

(domínio comum às 

ATPases envolvidas em diversos processos celulares). Assim, em uma subunidade têm-se os 

motivos Walker A (GPPNTGKS), Walker B (AALVDD) e o sensor – 1, (VTSNI) enquanto na 

subunidade adjacente, estão presentes dois ou três resíduos básicos (Enemark and Joshua-Tor 

2006). 

   

  

Segundo Enemark e Joshua Tor (2006), os resíduos de aminoácidos K425 e R538 de BPV1 

são importantes agentes reguladores da ligação de ATP no seu sítio. A forma como esses resíduos 

estão posicionados nas subunidades do hexâmero, definem as diferentes conformações (tipo ATP, 

ADP ou vazia) que cada subunidade pode adquirir. Na conformação tipo ATP, ocorre a interação 

entre o α- e β-fosfato do ATP e o grupo amino de K425 (sensor-2). Já o resíduo de aminoácido 

R538 liga-se tanto ao aminoácido D479 pertencente ao motivo Walker B quanto à molécula de água 

que coordena o íon Mg
2+

 (Figura 8). 

 

 

 

 

 

Figura 7. Sítio de ligação ao ATP de E1 helicase de 

papillomavirus. Modificado de Enemark e Joshua-

Tor (2008). 
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A configuração tipo ADP é bastante flexível, visto que, muitas das interações presentes na 

configuração tipo ATP estão ausentes. A principal diferença entre as conformações ATP e ADP é 

que nesta ocorre um giro no loop que contém os resíduos Y534 e R538 e faz com que o Y534 fique 

entre os resíduos R538 e R493. Desse modo, a ligação do R538 com os fosfatos da molécula de 

ATP não podem ocorrer (Enemark and Joshua-Tor 2006) (Figura 7). A mudança de posição do 

resíduo R538 conduz a translocação do DNA no anel hexamérico e é ocasionada pela pressão 

proveniente da clivagem da ligação ADP-Pi. 

Sanders et al., (2007), determinou a estrutura cristalográfica do complexo hexamérico de E1 

helicase de BPV na ausência de DNA e cofatores (Figura98). Este complexo, assim como a 

estrutura determinada previamente por Enemark e Joshua-Tor (2006), apresentou diferentes 

conformações no sítio de ligação ao ATP que conferem a cada monômero do complexo a 

denominação tipo ATP, tipo ADP ou tipo vazia. Os sítios ativos formados pelas subunidades A/B, 

B/C e C/D nas duas estruturas de E1 helicase mencionadas acima, formam a configuração tipo 

ATP. Já as subunidades D/E e E/F constituem a configuração tipo ADP. O único sítio ativo das 

estruturas mencionadas que não se sobrepõem totalmente é o sítio A/F, entretanto este sítio, na 

estrutura da E1 helicase sem os cofatores, mantém a denominação de tipo vazia. Este tipo de 

conformação diferencia-se da conformação tipo ADP também apenas por um deslocamento nos 

resíduos do sítio ativo. Na estrutura da E1 helicase em complexo com DNA e cofatores este 

deslocamento é de cerca de 3.5 Å, enquanto na estrutura da E1 helicase na ausência de DNA e 

cofatores é de aproximadamente 2 Å (Enemark and Joshua-Tor 2006; Sanders, Kovalevskiy et al. 

2007). 

Figura 8. Interações entre as subunidades monoméricas de E1 helicase de papillomavirus e interação com ATP (lado 

esquerdo) e ADP (lado direito). Os círculos em vermelho destacam o deslocamento dos resíduos de aminoácidos R538 

e Y534 entre as configurações tipo ATP e ADP. Modificado de Enemark e Joshua-Tor (2006). 
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Ademais, segundo Sanders et al. (2007), a flexibilidade observada nas subunidades do 

hexâmero é uma característica intrínseca da proteína E1 helicase e que não é influenciada pela 

ligação do DNA ou de seus cofatores. Desse modo, o complexo hexamérico de E1 é mantido 

independente da ocupação de todos os sítios consecutivos e qualquer evento em uma única 

subunidade, ou seja, a ligação ou hidrólise de ATP irá acarretar mudanças conformacionais em todo 

o sistema. 

 

 

2.3 E1 Helicases de Papillomavirus Humano 
 

A proteína E1 de papillomavirus humano é uma DNA helicase, pertencente a SF3, 

dependente de ATP que participa do processo de iniciação da replicação do DNA viral. O quadro 

aberto de leitura (ORF) da E1 é o maior e o mais conservado entre os papillomavirus. Baseada na 

similaridade de sequência da proteína E1 de papillomavirus com outras proteínas com funções 

definidas, pode-se predizer a organização dos seus domínios funcionais. A região N-terminal desta 

proteína (aminoácidos de 1-300) é composta pelo domínio de ligação ao DNA (DBD), cuja função é 

o reconhecimento da origem de replicação viral (ORI), e por uma região regulatória (Wilson, West 

et al. 2002).  

Figura 9. Visão lateral esquerda da estrutura cristalográfica de E1 helicase de BPV – 1 

na ausência de DNA e cofatores (Sanders, Kovalevskiy et al. 2007). 
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Na porção C-terminal desta proteína encontra-se o domínio helicase, e este por sua vez, pode 

ser subdividido em: o domínio de oligomerização (aminoácidos ~ 300-378) e o domínio AAA+ 

(aminoácidos 378-605) que contem sítios funcionais envolvidos na hidrólise de ATP e translocação 

de DNA fita simples (Enemark and Joshua-Tor 2006) (Figura 10). 

  

 

A proteína E2 de papillomavirus atua como um potencializador que auxilia a proteína E1 no 

reconhecimento específico da ORI viral, uma vez que, a proteína E1 atuando sozinha tem baixa 

especificidade pelo DNA. No BPV1, o primeiro estágio para o reconhecimento da ORI, ocorre a 

formação do complexo (E1)2 – (E2)2 – DNA na ORI viral, ou seja, as DBDs do dímero de E1 e do 

dímero de E2 estão em contato com o DNA. Em seguida, ocorre uma curvatura no DNA que 

promove a interação entre o domínio de transativação de E2 (E2AD) e a E1 helicase. As interações 

que ocorrem entre E2AD e E1 helicase são fundamentais para criar e estabilizar a montagem correta 

do oligômero de E1. Assim, em um processo dependente de ATP, o dímero de E2 é deslocado para 

fora do complexo e consequentemente ocorre o acoplamento de mais duas novas moléculas de E1. 

Assim, a adição de mais um dímero de E1 pode distorcer o DNA fita dupla e originar pequenas 

regiões de DNA fita simples para a formação da estrutura em forma de anel hexamérico como a 

DNA helicase replicativa (Sedman and Stenlund 1995; Sanders and Stenlund 1998; Abbate, Berger 

et al. 2004) (Figura 11). 

Figura 10. Organização dos domínios funcionais da proteína E1 helicase. 

Modificado de Sanders, Kovalevskiy et al. (2007). 
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A ligação do ATP na proteína E1 de papillomavirus é favorecida por alguns motivos 

conservados presentes na região C-terminal desta proteína. Mutações nesta região podem reduzir ou 

eliminar a atividade ATPase da proteína E1. No BPV1, a mutação P434S ou K493E no P-loop 

prejudica a afinidade do ATP pelo seu sítio de ligação (Sun, Thorner et al. 1990; MacPherson, 

Thorner et al. 1994; Hall and Matson 1999). Em geral, a E1 de papillomavirus contém uma 

sequência de uma ou duas prolinas (GPP/NA/DTGKS) que favorecem a ligação ao ATP. O P-loop 

da E1 de HPV16 possui a sequência GAANTGKS e sua afinidade pelo ATP é bastante fraca. 

Contudo, foi observado que esta afinidade pode ser aumenta em caso de substituição das duas 

alaninas por prolina. Além disso, o P-loop parece estar envolvido no processo de dimerização de E1 

e na interação E1-E2 (Wilson, West et al. 2002). 

Acredita-se ainda que a perda do gene E1 em células malignizadas pelo processo de 

integração viral possa funcionar como uma estratégia de crescimento seletivo das células 

(Romanczuk and Howley 1992; Finzer, Aguilar-Lemarroy et al. 2002). Ademais, a proteína E1 

Figura 11. Representação esquemática da ligação de 

E1 e E2 ao DNA viral para a formação do complexo 

hexamérico e separação da dupla fita de DNA 

(Enemark, Stenlund et al. 2002). 
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interage com algumas proteínas da célula hospedeira que possuem funções na regulação e 

replicação viral (Wilson, West et al. 2002).  

 Existem disponíveis no mercado duas vacinas capazes de impedir a infecção pelo HPV: a 

quadrivalente Gardasil (Merck and Co., NJ, USA), que confere proteção contra os tipos virais 06, 

11, 16 e 18, e a bivalente Cervarix (GlaxoSmithKline, London, UK), que confere proteção aos tipos 

de HPV de alto risco 16 e 18 (Pomfret, Gagnon et al. 2011). Ambas as vacinas são baseadas em 

VLPs da proteína L1, ou seja, este tipo de vacinação com VLPs é capaz de neutralizar os anticorpos 

e de prevenir a infecção de HPV uma vez que as VLPs são estruturalmente idênticas ao HPV, mas 

que não possuem o DNA viral (Figura 12). 

 

  

 Existem divergências quanto à eficácia terapêutica destas vacinas profiláticas em neoplasias 

já estabelecidas. Alguns estudos mostram pouca ou nenhuma eficácia terapêutica destas vacinas 

(Ault 2007; Hildesheim, Herrero et al. 2007), enquanto outros mostram o efeito terapêutico em 

pacientes com alto grau de câncer cervical e lesões genitais externas (Kjaer, Sigurdsson et al. 2009). 

 Além de conferir proteção a apenas quatro (HPV6, 11, 16 e 18) dos quase 200 tipos de 

HPVs existentes atualmente, as vacinas baseadas em VLPs de L1 são bastante caras e devem ser 

administradas em três doses. Este fato impede a vacinação em massa de indivíduos residentes nos 

países mais pobres onde há o maior número de pessoas infectadas (Shi, Sings et al. 2007; Tristram 

and Fiander 2007; Keam and Harper 2008). 

Figura 12. Representação esquemática de um vírion e 

uma VLP (vírus-like particles) de papillomavirus 

humano (HPV) demonstrando a semelhança estrutural 

de ambos sem o DNA viral (Tristram and Fiander 

2007). 



25 

 

 Assim, a busca por novos fármacos que possam abranger uma proteção a um número maior 

de tipos virais de HPVs têm sido realizada. A proteína E1 é um alvo potencial para o 

desenvolvimento destes fármacos inibidores, visto que a mesma possui a ORF mais bem conservada 

entre todos os genes e é uma DNA helicase que desempenha um papel fundamental na replicação 

viral (Phelps, Barnes et al. 1998; Frick 2003; Sterlinko Grm and Banks 2004; White, Faucher et al. 

2005). 

White, Faucher et al. (2005) testou a atividade inibidora de nove compostos derivados do 

ácido bifenilsulfonacético sobre a atividade ATPase de E1 helicase dos HPVs tipos 6, 11 e 18 

(Figura 13). O composto nº 9 foi capaz de inibir parcialmente a atividade ATPase da proteína E1 de 

HPV6 e HPV18. A inibição da atividade ATPase de E1 foi atribuída a presença do aminoácido 

tirosina (Y) na posição 486 (HPV6) e 492 (HPV18) desta proteína (Figura 14). Este mesmo 

composto quando testado com a E1 de HPV11 foi menos ativo, entretanto, após realizar a mutação 

C486Y (Figura 15) foi verificado um aumento na inibição da atividade ATPase desta proteína.  

 

Figura 13. Estrutura química dos nove inibidores potenciais contra a atividade ATPase de E1 helicase dos HPVs 6, 11 e 16 

utilizados no estudo de White, Faucher et al. (2005). A metade da concentração inibitória mínima (IC50) é apresentada para cada 

um dos HPVs testados. 
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O aminoácido Y486 de HPV6 foi indicado, no referido estudo, como o resíduo fundamental 

para a ligação do inibidor derivado do ácido bifenilsulfonacético já que o mesmo localiza-se na 

mesma -hélice que o aminoácido que se liga ao ATP no sítio de ATPase – a lisina (K484).  

  

 

 

 

 

 

  

 

   

 

Como não foi encontrado nenhum outro sítio de ligação além do sítio ATPase na E1 helicase 

de HPV18, White, Faucher et al. (2005), propôs que os inibidores derivados do ácido 

bifenilsulfonacético pudessem se ligar ao aminoácido Y486 (HPV6) e por inibição alostérica 

impedir a ligação do ATP no seu sítio ATPase da E1 helicase.  

Assim, compreender a interação da proteína E1 de HPV com o composto n° 9 derivado do 

ácido bifenilsulfonacético, bem como, determinar a influência dos resíduos de aminoácidos 

localizados no sítio ATPase desta proteína na ligação de inibidores, é de fundamental importância 

para o desenho racional de fármacos inibidores desta proteína. A inexistência de estruturas 

cristalográficas do complexo inibidor-proteína impossibilita o esclarecimento sobre o modo de 

interação e, desse modo, é essencial a utilização de ferramentas in silico para tal propósito.  

Figura 14. Parte da sequência de aminoácidos da E1 helicase dos HPVs 6, 11, 16 e 18 e BPV1.  

Os resíduos que são conservados entre todos os tipos de HPV em questão estão em vermelho, os 

altamente conservados estão em azul e os demais resíduos estão em preto. Modificado de White,  

Faucher et al (2005). 

 

Figura 15. A inibição da atividade ATPase utilizando 10 

nM do composto nº 9 para a E1 helicase dos HPVs 11 

(WT),  os mutantes  de HPV11 L461F, C486L, C486Y e 

K493S e o HPV6. Modificado de White, Faucher et al. 

(2005). 
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 2.4 O Emprego de Ferramentas in silico para o Desenho de Fármacos 
  

  A predição in silico da conformação de um ligante em seu alvo biológico é um problema 

bastante complexo e de grande interesse no ramo do descobrimento de novos fármacos, uma vez 

que, os modelos gerados podem ser utilizados antes de se recorrer a experimentações in vitro e in 

vivo para fazer predições acerca da atividade biológica de fármacos em seus ligantes (Li, Zhang et 

al. 2011). Assim sendo, as indústrias farmacêuticas têm lançado mão nos últimos anos de 

abordagens computacionais para a predição do docking (encaixe) do ligante na proteína-alvo para o 

descobrimento de muitos fármacos candidatos (Hillisch, Pineda et al. 2004; Ferrara and Jacoby 

2007; Cavasotto and Phatak 2009; Bordogna, Pandini et al. 2011; Fuentes, Dastidar et al. 2011; Jr 

2011).  

Os defeitos enzimáticos estão bastante relacionados ao surgimento de diversas patologias no 

ser humano. Desse modo, as enzimas são um alvo terapêutico bastante explorado pelas indústrias 

farmacêuticas e assim sendo, os fármacos cujo mecanismo de ação é a inibição enzimática são 

muito bem sucedidos (Copeland, Harpel et al. 2007). O reconhecimento do sítio de ligação do 

inibidor é fundamental para a otimização do processo de desenho do fármaco. A ligação do fármaco 

inibidor ocorrerá ou no sítio ativo da enzima e desse modo, impedirá a ligação do substrato 

(inibição competitiva) ou o inibidor se ligará a um sítio próximo do sítio ativo da enzima e causará 

uma mudança conformacional na mesma que será capaz de modificar o seu sítio ativo.  

 Conhecer a estrutura da proteína é fundamental para a predição da conformação de 

fármacos. Desse modo, para a determinação estrutural da proteína podem-se utilizar tanto métodos 

experimentais (ressonância nuclear magnética, raios-X, microscopia eletrônica, entre outros) como 

métodos in silico (ab initio, modelagem por homologia, entre outros). Na última década o número 

de estruturas de proteínas determinadas experimentalmente que foram depositadas no Protein Data 

Bank - PDB (banco de dados de proteínas) (Bernstein, Koetzle et al. 1977) cresceu mais de 400%, 

ou seja, no ano 2000 eram 12140 estruturas de proteínas e em março do ano corrente esse número é 

de 66290 estruturas. Apesar do crescente aumento, este número de estruturas disponíveis é muito 

pequeno em relação ao número de proteínas existentes, e assim sendo, a maioria das proteínas que 

estão relacionadas a alguma doença não possuem a sua estrutura experimental.  

Assim, nos casos em que a proteína em estudo (proteína-alvo) não tiver ainda sido 

determinada experimentalmente, mas exista uma proteína homóloga a ela (proteína-molde) 

depositada no PDB e ambas possuam uma identidade maior ou igual a 30% pode-se utilizar de 

abordagens de modelagem molecular por homologia para a determinação da estrutura 

tridimensional da proteína-problema (Saha and Chakrabarti 2006; Sun and Scott 2010). Na 

modelagem por homologia após a escolha da proteína-molde às sequencias primárias são alinhadas, 
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as coordenadas do modelo da proteína-alvo são construídas e o modelo final é validado. (Filho and 

Alencastro 2003). Diferentes métodos e programas podem ser utilizados para cada uma das etapas 

da modelagem por homologia (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Programas e servidores da internet utilizados em modelagem por homologia. 

 NOME LINK REFERÊNCIA 

Banco de dados    

 GenBank www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank (Benson, Karsch-

Mizrachi et al. 2000) 

 EMBL-EBI www.ebi.ac.uk (Emmert, Stoehr et al. 

1994) 

 PDB www.rcsb.org/pdb (Berman, Westbrook 

et al. 2000) 

 Swiss-Prot www.expasy.org/sprot (Bairoch and 

Apweiler 1997; 

Gasteiger, Jung et al. 

2001) 

Alinhamento de sequencias    

 BLAST www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Altschul, Gish et al. 

1990) 

 ClustalW www.clustal.org (Jeanmougin, 

Thompson et al. 1998) 

 MUSCLE www.drive5.com/muscle (Edgar 2004) 

Modelagem de proteínas    

 Geno3D www.geno3d-pbil.ibcp.fr (Combet, Jambon et 

al. 2002) 

 MODELLER www.salilab.org/modeller (Sali and Blundell 

1993) 

 SWISS-MODEL www.swissmodel.expasy.org (Peitsch 1996) 

Validação dos modelos    

 PROCHECK www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/software/PROCHECK/ 

(Laskowski, 

Macarthur et al. 1993) 

 WHAT IF www.cmbi.kun.nl/whatif (Vriend 1990) 

 

Após a ciência da estrutura tridimensional da proteína-alvo, o docking proteína-ligante pode 

ser realizado a fim de prever geometricamente e energeticamente o encaixe de uma molécula no 

sítio ativo da proteína. Com este propósito, o programa AutoDock (Huey, Morris et al. 2007) é 

atualmente o programa mais amplamente utilizado e testado (Souza, Fernandes et al. 2006). Ambas 

as flexibilidades do ligante e dos resíduos do sítio de ligação da proteína podem ser tratadas durante 

a simulação de docking molecular. O resultado final da simulação de docking ranqueia 

conformações entre o ligante e a proteína segundo o critério da menor energia de ligação, isto é, que 

apresente o melhor encaixe (Morris, Huey et al. 2009).  
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Os modelos tridimensionais de proteínas gerados por homologia são cada vez mais 

utilizados para estudos de docking proteína-ligante, haja vista, o baixo número de estruturas 

cristalográficas de proteínas disponíveis. A boa acurácia dos resultados de docking com estruturas 

de proteínas geradas por homologia é garantida desde que se utilize de modelos de boa qualidade 

que foram gerados a partir de moldes com proteínas homólogas e que as mesmas possuam uma alta 

identidade de sequências (Bordogna, Pandini et al. 2011).  

As proteínas são macromoléculas altamente dinâmicas e que apresentam diferentes estados 

conformacionais. Para o desenho de fármacos é imprescindível levar em consideração tal 

flexibilidade, uma vez que, a flexibilidade da proteína influenciará a afinidade do ligante no seu 

sítio ativo (Durrant and McCammon 2010). A simulação de dinâmica molecular é um método 

computacional que considera a flexibilidade global da proteína em estudo e gera numerosas 

possíveis conformações da mesma. Neste método, as posições atômicas de cada átomo constituinte 

do sistema são modeladas a partir de campos de força. As mudanças das posições atômicas são 

computadas em diferentes instantes de tempo por meio da resolução da equação Newtoniana do 

movimento. Ao final da simulação, a trajetória de equilíbrio do sistema é descrita por meio das 

coordenadas do sistema em função do tempo. Desse modo, ao final da simulação têm-se as 

diferentes conformações que a estrutura pode adquirir ao longo do tempo e assim, muitas 

propriedades físicas macroscópicas podem ser compreendidas e preditas por meio de simulações de 

dinâmica molecular (D. van der Spoel, Lindahl et al. 2010).  

A identificação, por meio de simulações de dinâmica molecular, de um sítio ativo 

anteriormente desconhecido na estrutura cristalográfica da proteína integrase do HIV (vírus da 

imunodeficiência humana) (Schames, Henchman et al. 2004), permitiu o desenvolvimento pela 

empresa farmacêutica Merk® de um novo fármaco, Raltegravir, utilizado no tratamento de 

pacientes soropositivos. Recentemente, o estudo do complexo raltegravir-integrase, por meio de 

simulações de dinâmica molecular, permitiu visualizar os efeitos da flexibilidade da proteína no 

mecanismo de resistência do fármaco em questão. Assim, este estudo contribuirá a posteriori para o 

desenho de novos inibidores que levem em consideração possíveis mecanismos de resistência do 

fármaco Raltegravir (Perryman, Forli et al. 2010). 

Outro exemplo de aplicação de simulações de dinâmica molecular no estudo proteína-ligante 

é o de Bandyopadhyay and Meher (2006). Neste estudo, por meio de simulações de dinâmica 

molecular, foi verificado que a variação em um único nucleotídeo na cadeia B da HIV protease é 

capaz de aumentar a afinidade do inibidor a esta proteína e também que pequenas mudanças 

conformacionais nos resíduos da região do flap têm implicações na ligação do inibidor.  

Diante do exposto, fica claro que o emprego de métodos computacionais pode esclarecer 

interações moleculares importantes entre o ligante e os resíduos do sítio ativo de proteínas 
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auxiliando no desenvolvimento de novos fármacos e, além disso, permitem extrair informações 

extremamente úteis acerca da dinâmica da proteína que não podem ser retiradas da estrutura 

cristalográfica. Na tabela 3 são listados alguns programas e servidores que podem ser utilizados 

para simulações de dinâmica molecular. 

 

 

Tabela 3. Programas e servidores que podem ser utilizados para simulações de dinâmica molecular. 

NOME LINK REFERÊNCIA 

CHARMM www.charmm.org (Brooks, Brooks et al. 2009) 

AMBER ambermd.org (Case, Cheatham et al. 2005) 

GROMACS www.gromacs.org (Heiss, Kutzner et al. 2008) 

 

 

 3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Determinar a influência da dinâmica conformacional da E1 Helicase de papillomavirus na 

interação com ligantes. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Determinar os modelos tridimensionais da proteína E1 helicase dos HPV6, HPV11 e HPV16 

a partir de estruturas cristalográficas. 

 Definir a localização do sítio de ligação do composto nº 9 derivado do ácido 

bifenilsulfonacético na E1 helicase dos HPV6, 11, 16, 18 e BPV1 por meio de estudos de 

docking molecular. 

 Verificar por meio de simulações de dinâmica molecular da E1 helicase de HPV18 a 

mobilidade dos resíduos envolvidos na ligação com o composto nº 9 derivado do ácido 

bifenilsulfonacético.   
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RESUMO 

 

A infecção pelo papillomavirus humano (HPV) é o principal agente causal para o desenvolvimento 

de câncer de colo uterino que é a segunda causa de morte por câncer em mulheres no mundo e o 

segundo tipo de câncer mais frequente em mulheres na faixa etária de 15 a 44 anos. Além disso, é 

cada vez mais frequente a infecção por HPV em diferentes sítios do corpo humano ocasionando 

tanto lesões malignas quanto benignas. Dada à importância clínica na saúde pública mundial desta 

infecção, têm surgido esforços da comunidade científica a fim de desenvolver fármacos que possam 

inibir e/ou impedir a infecção desse vírus. Neste sentido, a proteína E1 é uma das proteínas virais 

que têm sido investigadas como um alvo potencial para o desenvolvimento destes fármacos, já que 

a mesma é uma DNA helicase que participa do processo de replicação viral. O potencial inibidor de 

derivados do ácido bifenilsulfonacético na inibição da atividade ATPase de E1 foi verificado em 

estudos anteriores. O derivado n° 9 teve maior eficácia na inibição da atividade ATPase da E1 

helicase de HPV6 do que na E1 helicase de HPV11. Como não foi encontrado nenhum outro sítio 

de ligação além do sítio ATPase na E1 de HPV18, esta diferença de inibição observada entre os 

HPVs estudados foi atribuída a ligação do derivado n° 9 ao aminoácido Y486 de HPV6 que resulta 

uma mudança conformacional no sítio ATPase e consequentemente impede a ligação do ATP ao 

referido sítio. Assim, o objetivo deste trabalho foi utilizar o docking e a dinâmica molecular a fim 

de compreender o modo de ligação do derivado nº 9 do ácido bifenilsulfonacético na E1 helicase de 

HPV, além de, determinar a influência dos resíduos de aminoácidos localizados no sítio ATPase na 

afinidade com o inibidor. Os resultados mostraram que o derivado nº 9 do ácido 

bifenilsulfonacético e o ATP competem pelo mesmo sítio de ligação e, além disso, as mobilidades 

observadas no P-loop e nos resíduos de aminoácidos A486, K490, S491 e Y492 do sítio ATPase 

podem determinar a diferença de afinidade do complexo proteína-inibidor. 

 

 

 

 

 

Keywords: HPV, E1 helicase, Ácido Bifenilsulfonacético. 
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INTRODUÇÃO  

 

O Papillomavirus humano (HPV) está associado à ocorrência de lesões benignas e malignas 

em uma grande variedade de sítios no corpo humano (zur Hausen 2009). A infecção do trato genital 

feminino pelo HPV é a infecção sexualmente transmitida mais comum, como também, é o principal 

fator de risco para o surgimento de câncer de colo de útero - a segunda maior causa de morte por 

câncer em mulheres no mundo (Markowitz 2007; Bodily and Laimins 2010). A proteína E1 é 

um alvo potencial para o desenvolvimento de fármacos inibidores do HPV, visto que, a mesma 

possui a ORF (open reading frame – quadro aberto de leitura) mais bem conservada entre todos os 

genes e é uma DNA helicase que desempenha um papel fundamental na replicação viral (Phelps, 

Barnes et al. 1998; Frick 2003; Sterlinko Grm and Banks 2004; White, Faucher et al. 2005). Em 

estudo realizado por White, Faucher et al., (2005), o ácido bifenilsulfonacético e seus derivados 

foram capazes de inibir a atividade ATPase da proteína E1 de HPV6. Esta inibição da atividade 

ATPase foi atribuída a um único aminoácido de tirosina localizado próximo ao sítio ATPase na 

posição 486 de HPV6. Contudo, como não foram encontrados nenhum outro potencial sítio de 

ligação além do sítio ATPase no HPV, acredita-se que a ligação dos componentes inibidores a esta 

tirosina possa ocasionar uma mudança conformacional no sítio de ligação ao ATP que seja capaz de 

alterar a afinidade do mesmo. Desse modo, o presente estudo objetivou por meio de abordagens de 

modelagem, dinâmica e docking molecular, determinar a influência da dinâmica conformacional da 

E1 helicase de papillomavirus na interação com ligantes, bem como, predizer a interação do 

composto nº 9 derivado do ácido bifenilsulfonacético com esta proteína. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Modelagem comparativa 

Para a construção dos modelos tridimensionais das estruturas da E1 helicase dos HPV6, HPV11 e 

HPV16 foi utilizado o web server de modelagem comparativa Geno3D (HTTP://geno3D-

pbil.ibcp.fr). Inicialmente a modelagem comparativa foi realizada utilizando a estrutura do HPV18 

(PDB ID 1TUE), que se encontra depositada no PDB (Protein Data Bank). Depois, a cadeia A e em 

seguida, a cadeia B da estrutura hexamérica do BPV1 (PDB ID 2GXA) foram utilizadas a fim de 

determinação dos modelos do 3D dos HPV6, HPV11 e HPV16.  

Docking molecular 

Os estudos de docking ligante-receptor foram feitos utilizando o programa AUTODOCK 4.2 

(Morris, Goodsell et al. 1998). As estruturas tridimensionais dos HPV6, HPV11 e HPV16, 

derivadas da modelagem comparativa a partir dos moldes de HPV18 (PDB ID 1TUE) e das cadeias 
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A e B do BPV1 (2GXA) foram utilizadas no estudo de docking. No presente estudo, os receptores 

(HPV6, HPV11, HPV16, HPV18 e BPV1) foram tratados como rígidos e apenas as flexibilidades 

dos ligantes ADP e o inibidor nº 9 derivado do ácido bifenilsulfonacético (White, 2005) foram 

consideradas (Tabela 1). 

Dinâmica molecular 

O sistema inicial foi construído a partir das coordenadas da proteína E1 de HPV18 (PDB ID 1TUE). 

A molécula da proteína foi colocada no centro de uma caixa cúbica de aresta igual a 9.4 nm, onde 

foram adicionadas 25.916 moléculas de água. Para manter a eletroneutralidade do sistema, dois íons 

Cl- foram posteriormente adicionados ao sistema através da substituição de duas moléculas de água 

previamente existentes. O sistema final contendo um total de 79.910 átomos foi submetido a uma 

otimização de geometria até atingir um gradiente de energia abaixo de 200 kJ/mol. Os cálculos de 

dinâmica molecular foram realizados utilizando-se o campo de força do GROMOS 53A6 

(Oostenbrink, Soares et al. 2005) conjuntamente com o programa GROMACS (Van der Spoel, 

Lindahl et al. 2005; Hess, Kutzner et al. 2008). Os potenciais do modelo SPC (Berendsen, Grigera 

et al. 1987) foram utilizados para descrição das moléculas de água. As simulações foram realizadas 

no enemble NpT utilizando o termostato de Berendsen (Berendsen, Postma et al. 1984), a uma 

temperatura de 300 K e tempo de relaxação de 0.1 ps. A pressão de 1 bar foi mantida através de 

escalonamento isotrópico fraco das coordenadas e compressibilidade de 4.5x105 

kJ/mol/nm3utilizando o barostato de Berendsen (Berendsen, Postma et al. 1984). Condições 

periódicas de contorno foram usadas com um raio de corte de 1.4 nm para as interações entre 

termos não ligados. Correções das interações eletrostáticas de longo alcance foram realizadas 

através do método de campo de reação generalizado (Tironi, Sperb et al. 1995). O algoritmo LINCS 

(Hess, Bekker et al. 1997) foi aplicado a todas as ligações químicas envolvendo átomos de 

hidrogênio com um passo de integração de 2 fs. As equações de movimento de Newton foram 

integradas através do algoritmo de leapfrog (Hockney 1970). As análises dos dados foram 

realizadas utilizando sub-rotinas de pós-processamento de trajetórias moleculares distribuídas 

juntamente com o programa GROMACS. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Alinhamento e modelagem comparativa 

As sequências primárias da E1 helicase dos HPV6, HPV11 e HPV16 foram alinhadas com as 

proteínas-molde de E1 helicase de HPV18 (1TUE) e E1 helicase de BPV1 (PDB ID 2GXA – 

cadeias A e B). A alta identidade entre as sequências primárias das proteínas em questão permitiu a 

geração de modelos tridimensionais da E1 helicase usando a estratégia de modelagem molecular 
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por homologia. Os valores de RMSD (root mean square deviation) obtidos foram tão satisfatórios 

quanto se tivéssemos comparando estruturas de proteínas idênticas em diferentes formas cristalinas 

(Tabelas 2, 3 e 4). A qualidade dos modelos gerados foi avaliada pela observação do gráfico de 

Ramachandran. Os 202 resíduos de aminoácidos da E1 helicase dos HPVs estudados que foram 

submetidos à modelagem comparativa (a partir da estrutura cristalográfica da cadeia B do 2GXA), 

apresentaram a seguinte distribuição no gráfico de Ramachandran: 100% dos resíduos de 

aminoácidos de HPV6 se encontram em regiões permitidas; nos HPV11 e HPV18, 98.9% dos 

resíduos estão em regiões permitidas; e para o HPV16, 97.8% desses resíduos se encontram em 

regiões permitidas (Figura 1). 

 

Docking molecular 

Estudos mutacionais prévios (White, Faucher et al. 2005) indicam que o resíduo de aminoácido Y 

486 de HPV6 favorece a ligação de inibidores do ácido bifenilsulfonacético e contribui para a 

inibição da atividade ATPase da proteína E1 helicase. Assim, esse experimento teórico tem a 

finalidade de avaliar a região de associação dos compostos derivados do ácido bifenilsulfonacético. 

Desse modo, nos estudos de docking realizados, o gridbox (caixa reticulada) foi centrado no átomo 

de nitrogênio da carbonila da Y486 (ou aminoácido correspondente) a fim de direcionar o ligante ao 

seu sítio de ligação. O inibidor nº 9 derivado do ácido bifenilsulfonacético foi utilizado como 

sistema modelo, uma vez que este inibidor é apontado na literatura como um agente eficaz na 

inibição da atividade ATPase da E1 helicase de HPV (White, Faucher et al. 2005). Primeiramente, 

foram realizados estudos de docking utilizando as proteínas modeladas a partir da E1 helicase de 

HPV18 (1TUE) e da cadeia A da E1 helicase de BPV1 (2GXA). Esses dockings não obtiveram 

êxito, uma vez que a ligação de ambos os ligantes ocorreram longe do sítio de ligação esperado. 

Contudo, utilizando-se a cadeia B da estrutura 2GXA, a qual possui o P-loop numa conformação 

mais aberta, foi possível reproduzir a geometria experimental de ligação do ADP a proteína de BPV 

(Tabela 5). Tal êxito proporciona confiabilidade para se avaliar a ligação de potenciais compostos 

inibidores a esta estrutura. Assim, para cada complexo ligante-receptor, foram geradas 250 

conformações. O critério de escolha do melhor cluster foi o da população. Dentro deste cluster, a 

conformação com a menor energia de ligação foi selecionada (Figura 2). Contrastando com a 

hipótese de White (2005), a ligação do inibidor nº 9 à estrutura de E1 helicase ocorre no sítio de 

ligação do ATP. O modo de ligação preferencial revela uma conformação onde a molécula de ADP 

interage com os resíduos de aminoácidos K439 e Y441 (Figura 3). Esses achados colocam esses 

resíduos como importantes alvos candidatos para o desenvolvimento de estratégias baseadas em 

inibidores de E1. Vale salientar que a energia de ligação da E1 helicase com o inibidor nº 9 é menor 

que a energia de ligação estimada para a ligação do ATP neste sítio (Tabela 5). Ainda, as 
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conformações resultantes dos clusters 1 e 2 do docking do BPV com o inibidor nº 9 são muito 

similares conformacionalmente e energeticamente. Desse modo, se estas conformações forem 

agrupadas, o número total de indivíduos do cluster poderá duplicar e alcançar um número de 

conformações no cluster semelhante à observada na interação da E1 helicase de BPV com o ADP 

(Figura 4). Portanto, esses resultados indicam um mecanismo de inibição competitiva.  

Os resultados da modelagem de E1 dos HPVs baseada na cadeia B do 2GXA (P-loop na 

conformação mais aberta) foram menos promissores, uma vez que, os valores de energia bem como 

o tamanho dos clusters das ligações preditas mostraram sucesso limitado. Contudo, foram 

observados modos de ligação similares ao ADP no BPV; diferentemente de quando foram usados os 

modelos derivados das coordenadas da estrutura cristalográfica do HPV18 (1TUE) e da cadeia A do 

2GXA. Ainda, as médias de energia na ligação tanto do ADP como do inibidor nº 9 foram muito 

próximas indicando que a ligação ao sítio ATPase será do ligante que tiver a maior concentração. 

Esses achados sugerem que não somente a conformação do P-loop tem um papel na inibição da 

ligação no sítio do ATP, mas também que a dinâmica conformacional dos resíduos que ocupam o 

sítio de ligação ao ATP são importantes para descrever propriamente as interações entre ligantes e 

essas proteínas quando no desenvolvimento de estratégias de desenho de fármacos. Assim sendo, 

simulações de dinâmica molecular foram realizadas para verificar tal hipótese. 

 

Dinâmica molecular 

As análises das propriedades moleculares podem fornecer uma idéia de como várias partes instáveis 

do sistema molecular variam com o tempo. Para o estudo de dinâmica molecular, a estrutura 

cristalográfica da proteína E1 helicase de HPV18 (1TUE) (Abbate, Berger et al. 2004) foi utilizada. 

Os resíduos identificados no HPV6 como K484 e Y486 correspondem, respectivamente, a K66 e 

Y68 neste estudo. O cálculo do RMSF permitiu visualizar as regiões flexíveis do sistema. A 

flutuação dos resíduos mostra satisfatória estabilidade durante a simulação de dinâmica molecular, 

além disso, foram verificadas flexibilidade entre os resíduos de aminoácidos 59-65, 80-91, 105-112, 

128-138, 150-155, 173-180 (Figura 5). A flexibilidade entre os resíduos de aminoácidos 59-65 era 

esperada, uma vez que é nesta região que está localizado o P-loop. As demais regiões são regiões 

que se encontram em contato com outro monômero na estrutura cristalográfica e assim teve a sua 

flexibilidade aumentada devido solvatação. A folha- localizada entre os aminoácidos 173 -180 

tende a se desestabilizar durante a simulação e a sua estabilização deve estar relacionada com a 

interação com outro monômero do complexo cristalográfico. Já a folha- compreendida entre os 

aminoácidos 128-138 apresenta uma grande flexibilidade, entretanto, é estável durante a simulação 

(Figuras 5 e 6). Para ratificar a hipótese de que um rearranjo conformacional dos resíduos 

localizados no sítio ATPase é fundamental para o acoplamento correto de ligantes foram realizadas 
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medidas de distância entre esses resíduos. O mapa de contato dos carbonos  dos aminoácidos da 

E1 helicase de HPV18 não registrou grandes variações na distância média entre os aminoácidos no 

início (0-10 ns) e no final da simulação (40-50 ns) (Figura 7). Desse modo, podemos afirmar que a 

topologia da proteína não modificou durante a simulação, ou seja, apesar da flexibilidade, a 

estrutura terciária da proteína não sofreu mudanças drásticas confirmando assim a estabilidade do 

monômero. No gráfico de Ramachandran do Y68 pode-se verificar que a sua cadeia lateral pode 

assumir quatro conformações preferenciais diferentes (Figura 8). Esse achado corrobora a hipótese 

do induced fit necessário para o acoplamento de ligantes no sítio ATPase. Também foi possível 

verificar o aumento da distância entre os resíduos de aminoácidos A62 e S67 no final da simulação 

de dinâmica molecular (Figura 9). O tamanho da distância entre os resíduos de aminoácidos K66 e 

S67 foi calculado e vimos que há a formação e a ruptura da ponte de hidrogênio entre os mesmos 

durante a simulação (Figura 10).  

Assim sendo, a flexibilidade do P-loop e o rearranjo conformacional (induced fit) dos resíduos de 

aminoácidos A62, K66, S67 e Y68 localizados no sítio de ATPase esclarece as diferenças na 

afinidade da inibição do composto nº 9 derivado do ácido bifenilsulfonacético observadas 

experimentalmente nos HPV6, 11 e 18. Desse modo, o planejamento de fármacos para a E1 helicase 

deverá levar em consideração tais mobilidades da proteína e sendo assim, é provável que para a 

inibição da atividade ATPase da referida proteína seja necessária não somente um único fármaco, 

mas uma série de diferentes fármacos possam atuar nas diferentes formas apresentadas por esta 

proteína. 
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Figura 1. Gráfico de Ramachandran das estruturas tridimensionais da E1 helicase de HPV6 (a), HPV11 (b), HPV16 (c) e 

HPV18 (d) modeladas a partir do 2GXA (cadeia B). Ao lado do gráfico de Ramachandran a relação entre as sequências 

primárias e secundárias e a localização dos resíduos no gráfico. As regiões mais favoráveis do gráfico estão em vermelho. 

Regiões permitidas, generosamente permitidas e não permitidas estão indicadas nas cores amarelo escuro, amarelo claro e 

branco, respectivamente. 
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j) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Conformações de menor energia obtidas no docking molecular. O modo de ligação preferencial revela uma 

conformação onde os ligantes interagem com os resíduos de aminoácidos K439 e Y441 (ou correspondentes). a)ADP-2GXA; 

b)INIBIDOR N°9-2GXA; c)ADP-HPV6; d)INIBIDOR N°9-HPV6; e)ADP-HPV11; f)INIBIDOR N°9-HPV11; g)ADP-HPV16; 

h)INIBIDOR N°9-HPV16; i)ADP-HPV18; INIBIDOR N°9-HPV18.  

 

 

 a)      b) 

 

Figura 3. a) Monômero de E1 helicase de BPV1 do complexo hexamêrico 2GXA. A molécula de ADP interage com os 

resíduos de aminoácidos K439 e M441 que estão situados próximos ao P-loop. b) Monômero de E1 helicase de HPV18 

evidenciando os resíduos K66 e Y68 (resíduos equivalentes a K439 e M441 de BPV1) e o P-loop. 
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a)       b) 

 

Figura 4. Conformações de menor energia dos clusters 1 (a) e 2 (b) do docking molecular do inibidor nº 9 com o BPV1. Os 

clusters apresentaram a mesma população (15 conformações), energias médias semelhantes e ligaram-se ao sítio ATPase de 

maneira similar. K439, M441 e o inibidor nº 9 estão representados em destaque. 

 

 

 

Figura 5. B-factor da estrutura cristalográfica de E1 helicase de HPV18 (acima) e flutuação da estrutura modelada de HPV18 

(abaixo). As regiões de flexibilidade são correspondentes nas duas estruturas. A estrutura modelada apresenta diferenças 

apenas na intensidade das flutuações. Esta diferenciação pode ser explicada uma vez que a estrutura modelada esta sob a 

forma de monômero em água.  
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Figura 6. Variação da estrutura secundária da proteína E1 helicase de HPV18 durante a simulação de dinâmica molecular 

(0-50 ns).  

 

 

 

Figura 7. Mapa de contato dos carbonos  dos aminoácidos da E1 helicase de HPV18 no início (0-10 ns) e no final (40-50 ns) 

da simulação.  
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Figura 8. Deslocamentos de dos ângulos chi1 e chi2 de Y68 durante a simulação de dinâmica molecular. Durante a simulação 

Y68 pode assumir até quatro conformações diferentes.  

 

     

    a) 

b)       c) 
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Figura 9. Distância entre os resíduos A62 e S67 (a). A distância ilustra o fechamento (b) e a abertura (c) do P-loop sobre o 

sitio de ligação do ATP. 

 

 

a) 

 

b)        c) 

 

 

Figura 10. a) Interações entre as cadeias laterais de K66 e S67 durante a dinâmica molecular. A distância de 3.5 Å, referência 

padrão para a existência de pontes de hidrogênio, está representada por uma linha vermelha. b) visualização da formação da 

ponte de hidrogênio entre K66 e S67 e a ruptura desta ponte de hidrogênio (c).  
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Tabela 1. Tipos de dockings realizados entre a E1 helicase de papillomavirus com os ligantes ADP e o inibidor n° 9. 

 

LIGANTE PROTEÍNA MODELO PARA MODELAGEM 

COMPARATIVA 

ADP E1 helicase de HPV6 1TUE 

ADP E1 helicase de HPV11 1TUE 

ADP E1 helicase de HPV16 1TUE 

ADP 1TUE (Abbate, Berger et al. 2004) - 

ADP 2GXA (Enemark and Joshua-Tor 

2006) 

- 

ADP E1 helicase de HPV6 2GXA (cadeia A) 

ADP E1 helicase de HPV11  2GXA (cadeia A) 

ADP E1 helicase de HPV16 2GXA (cadeia A) 

ADP E1 helicase de HPV18 2GXA (cadeia A) 

ADP E1 helicase de HPV6 2GXA (cadeia B) 

ADP E1 helicase de HPV11 2GXA (cadeia B) 

ADP E1 helicase de HPV16 2GXA (cadeia B) 

ADP E1 helicase de HPV18 2GXA (cadeia B) 

Inibidor nº 9 E1 helicase de HPV6 1TUE 

Inibidor nº 9 E1 helicase de HPV11 1TUE 

Inibidor nº 9 E1 helicase de HPV16 1TUE 

Inibidor nº 9 1TUE - 

Inibidor nº 9 2GXA (cadeia A) - 

Inibidor nº 9 E1 helicase de HPV6 2GXA (cadeia A) 

Inibidor nº 9 E1 helicase de HPV11 2GXA (cadeia A) 

Inibidor nº 9 E1 helicase de HPV16 2GXA (cadeia A) 

Inibidor nº 9 E1 helicase de HPV18 2GXA (cadeia A) 

Inibidor nº 9 E1 helicase de HPV6 2GXA (cadeia B) 

Inibidor nº 9 E1 helicase de HPV11 2GXA (cadeia B) 

Inibidor nº 9 E1 helicase de HPV16 2GXA (cadeia B) 

Inibidor nº 9 E1 helicase de HPV18 2GXA (cadeia B) 
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Tabela 2. Identidade (%) entre as sequências primárias e RMSD (Å) entre as estruturas tridimensionais da E1 helicase dos HPV6, 11 

e 16 e a E1 helicase de HPV18 (1TUE). 

 

 IDENTIDADE (%) 

1TUE 

RMSD (Å) 

HPV6 62 0,78 

HPV11 63 0,76 

HPV16 66 0,68 

 

 

Tabela 3. Identidade (%) entre as sequências primárias e RMSD (Å) entre as estruturas tridimensionais da E1 helicase dos HPV6, 

HPV11, HPV16 e HPV18 e a E1 helicase de BPV1 (2GXA – cadeia A). 

 

 IDENTIDADE (%) 

2GXA (A) 

RMSD (Å) 

HPV6 53 0,90 

HPV11 53 0,85 

HPV16 50 0,84 

 HPV18 52 0,91 

 

 

Tabela 4. Identidade (%) entre as sequências primárias e RMSD (Å) entre as estruturas tridimensionais da E1 helicase dos HPV6, 

HPV11, HPV16 e HPV18 e a E1 helicase de BPV1 (2GXA – cadeia B). 

 

 IDENTIDADE 

(%)2GXA (B) 

RMSD (Å) 

HPV6 53 0,92 

HPV11 53 0,85 

HPV16 50 0,87 

HPV18 52 0,85 

 

 

Tabela 5. Lista dos dockings entre a proteína E1 helicase de PVs e os ligantes ADP e inibidor nº 9. 

 

Ligante Proteína Conformação 

esperada 

Tamanho do 

cluster 

Média de 

energia 

Energia 

mínima 

Ki (M) 

ADP 2GXA (cadeia 

B) 

+ 24 -5.01 -6.16 30.6 

ADP HPV6 - 20
a
  -2.79 -4.13  932.85 



54 

 
ADP HPV11 + 16 -2.66 -3.49 2.75 

ADP HPV16 + 8 -2.53 -3.43 3.06 

ADP HPV18  + 14 -2.54 -3.84 1.52 

Inibidor nº 9 2GXA (cadeia 

B) 

+ 15
a
/30

b
  -5.63 -7.51  3.15 

Inibidor nº 9 HPV6 - 7 -3.80 -4.19 851.02 

Inibidor nº 9 HPV11 + 13 -5.10 -6.39 20.56 

Inibidor nº 9 HPV16 + 10 -4.30 -5.33 124.57 

Inibidor nº 9 HPV18  + 14  -3.85 -4.79 306.02 

a Além de ser o cluster com maior população também é o de menor energia; b Se for considerado o somatório dos clusters 1 e 2, os 

quais possuem 15 indivíduos cada.  
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7. CONCLUSÕES 

 

A proteína E1 de HPV é um importante alvo para o desenho de fármacos inibidores de HPV. O 

desenho de um fármaco inibidor que bloquei a atividade ATPase da E1 acarretaria 

possivelmente na perda da capacidade da replicação viral. Diferentemente das vacinas 

profiláticas disponíveis atualmente, um fármaco que seja capaz de inibir a E1 de HPV terá 

aplicações nos pacientes já infectados pelo vírus acarretando possivelmente numa diminuição 

dos casos de câncer de colo uterino. Os resultados deste trabalho poderão auxiliar em estudos 

ulteriores que visem à utilização da proteína E1 de HPV como alvo terapêutico, uma vez que, 

nos possibilita as seguintes conclusões:  

 

 A partir da estrutura cristalográfica da cadeia B da proteína E1 helicase de BPV1 (PDB 

ID = 2GXA) foi possível prever as estruturas tridimensionais da porção E1 helicase das 

proteínas dos HPVs tipos 6, 11 e 16 usando a modelagem comparativa.  
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 Os estudos de docking molecular esclareceram que o inibidor n° 9 derivado do ácido 

bifenilsulfonacético e o ATP competem pelo mesmo sítio de ligação na E1 helicase de HPV, 

e desse modo, a ligação dependerá da concentração do inibidor. 

 As simulações de dinâmica molecular foram utilizadas para estudar o comportamento do 

monômero da proteína E1 helicase de HPV18. Os resultados destas simulações indicam que 

possivelmente seja necessária a utilização de mais de um tipo de fármaco para conter a 

atividade desta proteína, haja vista a flexibilidade do P-loop e o rearranjo conformacional 

(induced fit) dos resíduos de aminoácidos localizados no sítio de ATPase.  

 

 

8. ANEXOS  

 

 

Anexo 1  

 

 Lista dos códigos identificadores dos aminoácidos  

 

Aminoácido 3 Letras 1 Letra 

Alanina Ala A 

Arginina Arg R 

Asparagina Asn N 

Ácido Aspártico Asp D 

Cisteína Cys C 

Ácido Glutâmico Glu E 

Glutamina Gln Q 

Glicina Gly G 

Histidina His H 

Isoleucina Ile I 

Leucina Leu L 

Lisina Lys K 

Metionina Met M 

Fenilalanina Phe F 

Prolina Pro P 

Serina Ser S 

Treonina Thr T 

Triptofano Trp W 

Tirosina Tyr Y 

Valina Val V 
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ABSTRACT 

 

Human papillomavirus (HPV) is currently a clinically important virus in view of the highest number 

of lesions that it causes at different sites of the human body. The diagnosis of HPV infection should 

be made based on visual inspection of characteristic clinical signs and laboratory tests. Organs of 

the genital tract are more common sites where this virus can be found, but with the increasing the 

sensitivity of diagnostic technique, it is possible to identify viral presence in different regions of the 

body such as tissues of the digestive, respiratory and urinary tracts. These findings demonstrate that 

HPV is able to infect various cells, tissues and organs.  The widespread presence of the virus in the 

human body, often in latent form, led us to consider the hypothesis that human papilloma virus 

latency may be associated with no disease, which opens questions about the chance of this virus not 

causing disease in specific sites of the human body, but rather behaving like a symbiotic 

microorganism. 

 

 

 

 

 

Keywords: Human papillomavirus; viral dissemination; neoplasia; condyloma; warts; cervical 

cancer. 
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INTRODUCTION 

 

Viral infections, such as those caused by HIV, HCV, Ebola, and others constitute a public health 

problem worldwide, especially in developing countries. Papillomaviruses (PVs) are currently 

represented by 189 genotypes of which 120 were isolated from humans
1
. They are divided into 16 

PVs genera
2
, and alpha-papillomavirus is considered the most clinically important genus as it 

includes the largest number of HPV that cause lesions. HPV types can be broadly grouped 

according to the degree of cell damage that they are able to cause, resulting in high or low risk
3
. 

Additionally, they can be described as cutaneous types or mucosotropic types based on their tissue 

tropism
4
. The aim of this review is to give an overview of HPV infection sites in the human body 

beyond the genital tract. Moreover, the „infective‟ nature of this virus needs elucidation as human 

papillomavirus (HPV) can establish latent residence in normal epithelia and in lymphocytes without 

clinical sign of disease
5
. 

 

VIRUS BIOLOGY 

 

The HPV genome consists of double-stranded circular DNA of about 8 kb comprising three regions. 

The non-coding region is called the Long Control Region (LCR), containing the viral origin of 

replication (ORI) and most of the transcription promoters. Two genes are in a region designated 

Late (L1 and L2), since they are the last genes to be expressed
6
. They encode structural proteins and 

facilitate the release of virions by the formation of a viral capsid
7
. Most viral genes are located in 

the early region (Early), which is expressed at the beginning of the viral cycle. Proteins E5, E6 and 

E7 are classified as oncogenic because they are involved in malignant transformation of HPV-

infected cells
8
. E1 and E2 are known as regulatory proteins, while E4 protein is responsible for viral 

maturation and altering the intracellular matrix.  In high-grade intraepithelial cancers, E1/E2 genes 

are depleted/interrupted
9
.  

The information obtained about the life cycle of papillomaviruses comes from natural infections in 

animals, including rabbits, cattle and dogs
10

, since in vitro replication of papillomavirus are limited 

due to the difficulty in reproducing the stratification necessary for cellular viral maturation. Human 

infection with HPV is most focused in cervical cancer; the first site in the body in that HPV was 

found
11

. The infection usually begins with the entry of the virus into cells of the basal layer of the 

epithelium (10 viral copies/cell). When they reach 50 copies/cell, the genes E1, E2, E6 and E7 

begin to be expressed, leading to viral replication with low expression of these genes, in parallel 

with cell replication. The amplification of viral copy number greater than 1000 copies/cell is 

characterized by high expression of genes E6, E7, E1, E2, E5 and E4. Expression of L1 and L2 
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allows the production of capsid protein, resulting in the release of the virus by programmed cell 

death
3
.  

In benign lesions caused by HPV, the virus can remain in the episomal form - free inside the cell - 

where after its life cycle and epithelial maturation, it is released through lysis of the cell. However, 

viral DNA can integrate into the genome of the host and initiate the carcinogenic process
12

. During 

the integration of the viral genome into the human genome, there is partial loss (E2 and L2) or total 

(E4 and E5) of some viral proteins
13

. In this case, the absence of E2 protein expression can lead to 

an increased transcription of the E6 and E7 oncogenes of HPV types such as HPV16
14

.  

 

CLINICAL ASPECTS 

Characteristics lesions caused by the infection with HPV should be observed under visual 

inspection of characteristic clinical signs and presence of viral DNA through molecular tests. In the 

acute phase, the examination involves looking for the presence of condyloma acuminata (warts) and 

biopsy for histopathology. The presence of condyloma lesions in uterine cervix is determined by 

colposcopy or VIA (visual inspection with acetic acid), used to exacerbate pre-existing lesions and 

make it easier to detect the aceto-white epithelium suggestive of HPV infection
15

. In sub-clinical 

cases, colposcopy and microscopy of vaginal smears are used to search for cells with changes 

caused by the virus
16

. Procedures that examine the anus and rectum, as digital rectal examination, 

proctoscopy and anuscopy are considered effective in detecting these tumors
17

. 

In the latent infection, without clinical sign, sensitive diagnostic techniques such as polymerase 

chain reaction (PCR) should be used. Other methods can be used for diagnosis, such as in situ 

molecular hybridization and hybrid capture
18

. A recent study showed that 78% of samples with 

dyskaryotic cervical cytology that initially tested negative for HPV could be considered positive 

after re-analysis using microarray tests, which show greater sensitivity than other methods
19

. HPV 

has been identified not only in gynecological carcinomas but also in tumors of other organs, 

especially of the oropharynx and upper aero-digestive tract. 

 Once the lesions are found, the objective of treatment involves the reduction, removal or its 

destruction. Recurrence of infections caused by HPV can result from latency of the virus, intrinsic 

failure of the therapeutic method used, new contamination or self-contamination
18

. The methods 

available for the clinical treatment of HPV are divided into application of topical agents, surgery 

and immunotherapy (Table 1). The choice of therapeutic treatment should be made according to 

patient characteristics, such as number, size and type of lesions (acuminate, flat or both) and 
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infection site. However, it is interesting that lesions with low-risk HPV types has no clinical 

application, thus, cannot be recommended treatment
20

, suggesting the spontaneous resolution. 

 

INFECTION SITES 

At the end of the 1960s, cervical cancer was incorrectly associated with herpes virus type II
21

, and 

this link was adjusted in the following decade
11

. At the start of the 1970s, the association between 

cervical cancer and HPV was confirmed. A German research virologist, Harold zur Hausen, 

conducted studies in this area for years which contributed to this important discovery, and in 2008, 

he was awarded the Nobel Prize. Currently, it is known that HPV can be found in several other sites 

of infection, not only in the genital region, which was originally the basis of the link
22

 (Figure 1). 

HPV is recognized as the causal factor of anogenital cancers (cervical, vaginal, vulvar, anal, and 

penile), and regions of head and neck cancers (oral cavity, pharynx, and larynx). However, for all 

other cancers describe here, the role of HPV is still under debate remaining unclear the relationship 

of this virus with some cancer sites. 

Uterus 

The World Health Organization (WHO) estimates that the number of global cancer deaths is 

expected to increase by 45% from 2007 to 2030 (from 7.9 million to 11.5 million deaths), and new 

cases of cancer in the same period are predicted to jump from 11.3 million in 2007 to 15.5 million 

in 2030. According to the Pan American Health Organization (PAHO), cervical cancer is projected 

to affect around 750,000 women by 2020 and 1 million new cases by 2050. Studies over the past 30 

years show that the risk of HPV infection in the uterine cervix is very influenced by certain 

predisposing factors, which may influence vaccination
23

. Sexual activity, number of sexual partners, 

age at onset of sexual activity and encounter with sexual partners, hormone replacement therapy
24

, 

smoking, multiparity and other sexually transmitted diseases may increase the chances of viral 

infection
25

. A genetic predisposition, frequency of re-infection, co-infection with more than one 

HPV type and altered hormone levels are also mentioned as facilitating factors for infection
26

. 

Individual genetic characteristics, such as the polymorphism of major proteins of innate immunity, 

have also been linked to HPV infection, where mannose-binding lectin (MBL) shows a high 

association with the risk of HPV infection
27

. A mutation in amino acid residue 72 (P72R) of p53 is 

also cited as a predisposing factor for HPV infection
28

. An Italian study comparing women who 

never smoked with current smokers showed an increased risk of HPV infection of 44.2% compared 

with 23.5% in never smokers, and high possibility of multiple-type viral infections was observed
29

. 

Predisposition to viral infection has been related to lifestyle and geographic disposition, making it 

important to analyze the incidence data of HPV type in particular populations.  
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Vagina 

The incidence of invasive vaginal cancer is almost 1 per 100,000 women, where it is considered a 

rare disease
30

. Acuminate vaginal lesions occur in less than 30% of women with vulvar 

condylomatosis
18

. HPV16, 18, 30, 58, 66, and 74 are associated with cancer of the vagina
31

, as well 

as other risk factors such as exposure to diethylstilbestrol in the uterus, immunosuppressive therapy, 

smoking
29

, chronic irritation from the use of a vaginal pessary, radiotherapy for cervical cancer and 

genital herpes infections
18

. A vaginal infection is predominantly subclinical, and therefore under-

diagnosed. It is characterized by an aceto-white epithelium and condylomatosis as white dots
32

. The 

symptoms are thick white discharge adhering to the vaginal wall, because of epithelial 

desquamation, and complaints of itching, burning and dyspareunia
33

.  

  

Vulva 

Vulvar carcinoma is found in 3-5% of all gynecological malignancies, and 1% of all cancers in 

women, with an incidence rate of 1 to 2 per 100,000 patients
34

. Squamous cell carcinomas (SCC) 

are the most common histological subtype, where they are observed in 90% of vulval cancer cases. 

It is a non-estrogen-dependent lesion
24

. HPV16 and 18 have been associated with non-keratinizing 

SCC in young women
35

. HPV16 is the most frequent in vulvar cancer and in the region between the 

clitoris and urethra
36

. Age of menarche, menopause, early sexual activity, number of partners, 

education, smoking, hysterectomy, and use of oral contraception or hormone therapy are well- 

known risk factors for vulvar carcinoma
37

. Vulvar intraepithelial neoplasia (VIN) can be classified 

as bowenoid and basaloid, according to the age of women affected. Bowenoid VIN affects young 

patients and is characterized by multiple lesions positive for HPV16, usually in bilateral areas with 

no hair
18

, with high capacity for natural regression. On the other hand, basaloid VIN is rare and 

typical of advanced age with location in areas with hair, unilaterally. The signs and symptoms in 

vulvar HPV infection may be varied and include the presence of warts (64%), itching (20.3%), 

discharge (4.6%), burning (2.7%), ulcer (2,3%), pain (1.4%), spots (1.4%), bleeding (1.0%), and 

dyspareunia (0.5%), which may be asymptomatic in 1.85% of cases
18

. The differential diagnosis of 

lesions associated with HPV in the genitalia can be complex due to the number of physiological and 

pathological conditions that may be similar to condyloma acuminatum, such as Buschke-

Löwenstein tumor (giant condyloma), verrucous carcinoma, fibroepithelial polyps and vestibular 

papillomatosis
38

. 

 

Ovary 
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Ovarian cancer is the second most common gynecological malignancy in developed countries
39

. 

Epithelial ovarian cancer (EOC) accounts for more than 90% of ovarian malignancies and is 

classified into four main histological subtypes - serous, endometrioid, clear-cell and mucinous 

carcinomas
40

. HPV was detected in approximately 90% of endocervical adenocarcinomas
41

 and 

squamous intraepithelial lesions
42

. HPV was also identified in ovarian neoplasms, as showed for 

ovarian and endometrial cancer tissues examined for the presence of HPV showed amplification 

result for E6 gene. The amplified DNA sequences were then detected with Southern blot 

hybridization analysis. HPV was detected in both benign (50% ovarian, 70% endometrial) and 

malignant ovarian (27.2%) and endometrial (37.5%) tissue samples 
43

. The identification of viral 

DNA in ovarian and endocervical tumors may suggest the interpretation of metastasis related to 

areas of the genito-urinary tract. However, some authors found no relation between ovary 

malignance and the presence of HPV, showing the controversial condition of the infection. 

 

Stomach 

Because of the epitheliotropic nature of HPV, a link between intra-oral squamous cell carcinoma 

(OSCC) and this virus has been the focus of some research
44, 45

. Food has been a new target of study 

as a co-factor for cancer caused by HPV. Pteridium aquilinum, a plant commonly known as 

brackens, can cause chromosomal abnormalities and hematuria in cattle, and in humans, it acts as an 

immunosuppressive agent, reducing the capacity of the immune system's resistance to the virus
46

. In 

humans, it is known that quercetin (5,7,3‟,4'-tetrahydroxy-flavone), a flavonoid present in P. 

aquilinum, stops keratinocytes in G1 phase of the cell cycle, increasing the cyclin-dependent kinase 

inhibitor, p27Kip1, which is involved the expression of oncoproteins E6 and E7 in HPV16-

transformed cells, leading to the failure of the cell cycle
47

. Both men and animals have the virus in 

its latent form when eat the bracken, and they release their toxins allowing the virus to develop. 

This occurs due to the preference of the toxins by lymphocytes, causing chromosomal change and 

intense proliferation of growth factors and progression tumor
48

. Through cytogenetic analysis of 

peripheral blood of animals with intoxication due this plant, Santos et al. (1998) reported that there 

is a possible association between cancers caused papillomavirus (PV) and the toxins originated 

from Pteridium
49

.  

 

Anus, Colon and Rectum 

The association of HPV infections and epithelial abnormalities in the anus and rectum has been 

investigated since the 1980s
50, 51

. Dysplasias and malignancies of the colon and rectum may also be 

related to HPV infections, up to 74%
52

. In women, the direct relationship between cervical and anal 
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infections is not clear. However, there is a higher prevalence of HPV in the anal canal of women 

with cervical intraepithelial neoplasias grade III
53

. Moreover, there is a strong correlation between 

anal HPV infection and HIV-positive patients of both sexes, with anal infection being associated 

with multiple HPV genotypes
54,55

. Family history of cancer of the colon and rectum, genetic 

predisposition to the development of chronic diseases of the intestine, diet high in animal fat, low 

consumption of fiber, and excessive alcohol consumption and smoking are described as the main 

risk factors associated with this neoplasm
56

. Anal cancer has a great potential for cure if detected at 

an early stage, but its symptoms are similar to those of adenocarcinoma of the rectum (rectal 

bleeding, abdominal pain, change in bowel habits and weight loss
57

.  

 

Bladder 

A variety of infectious conditions, including urinary tract infection, gonorrhea, syphilis, other 

bacteria and viruses such as HPV, HIV, HSV, and BK have been studied as potential risk factors for 

bladder carcinoma
58

. However, there are discrepancies in the literature about the involvement of 

HPV in the etiology of cancer of the bladder
59, 60

. HPV may have a great role in the progression of 

specific bladder malignancies, such as transitional cell carcinoma, promoting higher stages and/or 

grades through the inactivation of tumor suppressors or other unknown mechanisms
61

.  

 

Penis and prostate 

Penile carcinoma is a rare and potentially mutilating disease with a varied etiology, and HPV is 

considered a possible etiologic agent for cancer development. According to the method used for 

identification and geographic location, the prevalence of HPV DNA in carcinoma of the penis 

varies between 20 and 80%
62, 63

.  One study showed that about half of the penile tumors were 

associated with HPV 16/18 with little presence of other genotypes
64

. According to its location on 

the penis, HPV can be found in the internal prepuce (60-90% of cases), body (8-55% of cases), the 

glans (1-20% of cases) and the scrotum (5-20%).  Viral DNA has never been found in 

pseudoepitheliomatous keratotic and micaceous balanitis (PKMB), but a recent study suggested that 

HPV infection could allow the transformation of verrucous carcinoma in PKMB
65

. The importance 

of HPV detection is related to the fact that men could act as a viral reservoir, transmitting the virus 

to their sexual partners, since it has been identified in the prostate and semen
66

. Additionally, 

normal tissue and prostate cancer tissue are susceptible to infection by HPV, which could be 

considered a risk factor for the progression of cancer
67

. HPV16
68

 and 18
69

 have been detected in 

patients with prostate cancer. The actual rates of HPV in prostatic adenocarcinoma oscillate 

between 0 and 75%, and many authors believe that the prostate is an important reservoir for HPV in 

men
70

.  
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Head and neck 

The term "head and neck cancer" includes lesions that affect regions such as the mouth and oral 

cavity, nose and paranasal sinuses, pharynx and larynx
71

. Thus, there are a variety of malignant and 

benign lesions of the head and neck that are related to HPV
72

. The mechanism of viral transmission 

of this type of cancer is poorly understood. It is believed that the epithelium of the deep tonsillar 

crypts, which is in straight contact with the lymphoid tissue, could be more vulnerable to HPV 

infection or transformation. Haddad et al.
73

 proposed viral transmission among married couples as 

PCR diagnosis revealed identical viral genomes between them. Humoral response such as 

immunoglobulin production was also related to the viral infection
74

. In this study the authors 

propose that women with low levels of total secretory IgA is more susceptible to HPV infection of 

the oral mucosa. Respiratory papillomatosis was described in children with benign lesion with high 

probability of recurrence, which can be effectively treated with locally administered of cidofovir
75

. 

Squamous cell carcinoma of the oral mucosa is highly associated with high risk HPV
76

, especially 

HPV26
77

. However, in HIV-positive patients, healthy mucosae may show the presence oncogenic 

types of HPV
78

. The patient's age, HPV type and numbers of surgeries are prognostic factors in the 

course of the disease, as well as the density of CD83+ dendritic cells in cancerous laryngeal 

tissue
79

. In the pharynx, the lesions caused by HPV, have been described as benign. However, 

squamous cell carcinoma of the oropharynx was recently described as positive for HPV16 and 33, 

some with long-term survival after chemo- radiation treatment
80,81 

.  

 

Ear 

Chronic ear infections can be attributed to bacteria, but also have been associated with the presence 

of HPV. Patients with cholesteatoma of the middle ear have been shown viral DNA in the ear
82

. 

Findings demonstrated that HPV6 and 11 were reported to be present in those types of the ear 

lesions
83

. This association could be related to the fact that HPV could find the possibility of 

replication in cholesteatoma of middle ear, since retraction pockets of epithelium and junction lines 

between squamous epithelium and mucosa occur
84

. 

 

Lung 

Cancer of the lung is the most common type of cancer in the world. Risk factors related to this type 

of cancer is exposure to asbestos, the radioactive gas radon, environmental pollution, and recurrent 

pulmonary infections related to excess and deficiency of vitamin A. HPV6 and HPV11 are largely 

related to the occurrence of recurrent respiratory papillomatosis - lesions that occur mainly in the 

larynx – with geographic variation in incidence rates worldwide
85, 86

. The incidence of HPV in lung 
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cancer in reviewed article varies from 0% (France-Toulouse/Cannes, Germany-Berlin + Heidelberg, 

Greece-Athens, USA-Texas, Japan-Kagawa) up to 79% (Greece-Athens 69%, Taiwan-Taichung 

78.5%, Japan-Okinawa 79%), mainly in frozen and fixed-formalin paraffin embedded samples. In 

Europe and USA, the average reported incidences around 17% and 15%, respectively; while Asian 

lung cancer samples showed 35.7% of HPV infection rate
 87

.  

 

Eyes 

Infection with epidermodysplasia verruciformis-type human papilloma virus (EV-HPV) was 

described as capable of causing ocular cancer, with 86% of malignancies in biopsy samples of 

conjunctival cancer
88

. Despite the retinoblastoma are predominantly of hereditary cause, the viral 

DNA was found in 82.3% paraffin-embedded samples of retinoblastoma tissue from Mexican 

patients with high prevalence of HPV06 (95.2%)
89

. Indian patients with retinoblastoma showed 

47% prevalence of HPV16 in 57% of samples with high degradation level of pRB
90

. These 

observations suggest a role of HPV in the progression of this disease and lead some authors to 

believe that HPV can act as a co-factor in the progression of retinoblastomas
91

. A recent study 

described HPV05 and HPV08 prevalence in squamous cell carcinoma of conjunctiva from HIV-

positive patients
92

. 

 

Breast 

The etiology of breast cancer is not yet clarified, but it is known that some factors are associated 

with its pathogenesis, such as family history, hormones, smoking, alcohol consumption, and some 

viruses
93

. The possibility of involvement of HPV in breast cancer was described by Di Lonardo and 

collaborators
94

, who detected HPV16 in 29.4% of women with breast cancer. Considering that 

breast region has a different response to steroid hormones, HPV infection can be greatly affected, 

since steroids can interact with viral LCR increasing transcription and transformation in infected 

cells
95

. Paraffin embedded breast carcinoma specimens screened for HPV16 and 18 showed a 

24.75% incidence in breast carcinomas, suggesting that their presence in the breast could be related 

to development of the malignant phenotype
96

. The prevalence of alpha mucosal HPV was verified 

in 8% of colostrum and milk samples. Beta HPV types were highly prevalent in the epidermis of the 

nipple
97

. However, the findings do not support the notion that HPV plays an important role in breast 

cancer
98

.   

 

Skin 

About 10% of the global population has some form of wart at some moment in their life, which 

explains its frequent finding in both pediatric clinics and adult lesions
18

. Normally, occurs 



68 

 

regression, but warts may progress into malignant skin cancer during immunosuppression, where 

the new type of HPV 117 had been found in cutaneous warts
99

. The transmission of HPV seen in 

clinical dermatology can occur via sexual activity (anogenital warts and orally), skin contact 

(contaminated objects and surfaces) or perianal contact (uterus). The association of HPV with 

exposure to ultraviolet light
100

 has been suggested to be of relevance for the development of non-

melanoma for up-regulated the transcription from HPV-8, 93 and 96 
101 

and a risk factor for the 

formation of epidermodysplasia verruciforme (EV), where HPV5 and 8 were more associated
102

.  

 

Blood 

Circulating HPV DNA has been detected in advanced stages of cervical cancer, where studies have 

shown that the prevalence of HPV16 in plasma could be an important prognostic marker of 

advancing cervical disease
103

. HPV16 was also found in lymph nodes of patients with early stage 

cervical carcinoma, where it was localized in mononuclear cells of 92.3% of patients with cervical 

infections
104

. These data suggest that these cells could carry the virus through the blood. 

Hypothetically, HPV in plasma could be the result of bloodborne virus particles or necrosis of cells 

resulting in release of viral DNA into the circulation
105

. Viral detection in the blood of patients with 

cervical carcinoma with HPV was 11.8% whereas papillomavirus DNA in the lymph node was 

detected and correlated with metastasis
106

. Since HPV is an epitheliotropic virus, its presence in the 

bloodstream, associated with peripheral blood mononuclear cells can be interpreted as a type of 

metastasis
107, 108

. 

 

Others sites 

The hands can act as a medium in many diseases, where fingers and nails are pointed out as an 

alternative mode of viral transmission, in addition to the contact with the mucous membranes. In 

27% of patients, an association was found between HPV type detected in hands and genital lesion 

of the same patient
109

. Periungual squamous cell carcinoma (SCC) is frequently associated with 

alpha-HPV infections, suggesting that capacity plays an important role in tumorigenesis, noting that 

beta-HPVs are rare
110

. The wart lesions caused by HPV can also lead to nail dystrophy when 

infection occurs in the matrix. Genotyping has shown the presence of HPV16, 34, 35 and 57 with 

SCC of the nail
111

. HPV15 was also associated with an X-linked dominant disorder (incontinentia 

pigmenti) with subungual tumors
112

. 

The presence of HPV in hairs plucked from the pubic and perianal regions of patients with genital 

warts was investigated, since they are of clinical importance in the development of anogenital warts. 

HPV6 and 11 was found in 24% of hair samples from the pubic area and 36% from the perianal 

region
113

. Viral presence and distribution in the plucked eyebrow hairs showed different HPV 
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genotypes: SIBX4, SIBX5 and SIBX6
114

. These results suggest that hair follicles can act as an 

endogenous reservoir for HPV, which
 
may play a role in recurrences of genital

 
warts. 

 

FINDINGS OF HPV WITHOUT CYTOLOGY ALTERATION  

Shukla et al. (2009) showed in their study the prevalence of HPV infection in cancers of different 

organ sites in Indian population
115

. Despite the large number of different types of cancer in which 

HPV was found, these numbers are low in people infected by this virus. In women infected by 

HPV, 90% of the infections resolve spontaneously, only 10% can become persistent which 3-4% 

can progress to intraepithelial lesions
116

. The incidence of high-grade lesion will achieve 0.7 to 1% 

and 0.1% may progress to invasive cancer if not detected and treated early
116

. Patients initially 

diagnosed as positive for HPV and subsequently described with undetectable levels of HPV showed 

higher rates of CIN regression (63%) than patients with HPV persistence (41%)
117

.  

Some controversial findings of viral DNA in putative uninfected samples for HPV or in control 

groups
118,119

 leads to a reflection about the viral history. HPV colonization has been suggested as 

protective to the host and this virus could exist as commensal without causing any detectable 

existence or can be lead to a verrucous structure
5
. Similar association of protective effect has been 

shown for Epstein–Barr virus, human cytomegalovirus and herpes virus, being able to confer 

resistance to infection by bacterial pathogens
120

. HPV was also indicated to be an opportunistic 

virus
121 

once the pathogenicity is activated for co-infections with the HIV
122

.  

Moreover, there is a tendency to abolish the HPV type classification in high and low risk, whereas 

HPV6 has been isolated in cancer penile under single and multiple infections
123

. Therefore, it seem 

that in the future HPV risk type will be related to the characteristics of the host through biochemical 

and immune imbalance associated with risk factors for HPV acquiring that are responsible for the 

progression of precursor lesions to cancer. 

 

FINAL REMARKS 

Infection of the cervix is the most studied clinical occurrence involving HPV, but this virus can be 

found in several sites in the human body. Only now, with more powerful technologies such as high 

sensitive HPV chips, the detection of HPV at different body sites have been described, usually 

involving virus types other than cervical ones. Reviews and papers in this area make us wonder 

whether HPV can occur in at a certain site in humans without causing disease appoint the possibility 

that HPV acts as an opportunist microorganism. This fact can explain the findings of this virus in 

the body without resulting in clinical signals and in predisposing moments like immune depletion 

developed the pathogenicity. Further studies should clarify whether the presence of the virus in 
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different organs can be considered a rare clinical finding or simply something that has been 

overlooked, and therefore under-diagnosed.  
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Figure 1. Schematic representation of possible infection sites of human 

papillomavirus. Modified from Zygote Media Group, Inc.  
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Table 1. List of treatment according to the clinical lesion caused by Human papillomavirus. 

9, 15
  

 

 TREATMENT APPLICATION 

T
o

p
ic

al
 a

g
en

ts
 

Trichloroacetic acid 

(80-90%) 

 Lesions vulvar and penile. 

 

5-Fluorouracil (5%) Lesions on the penis, male urethra, vulva and vagina.  

Interleukin-2 Refractory lesions caused by HPV. 

 

Podophyllin (25%) Skin lesions 

 

Interferon After surgical removal of visible lesions, as adjuvant 

treatment.  

Imiquimod (5%) Vegetative lesions.  

 

S
u

rg
ic

al
 t

re
at

m
en

ts
 

Curettage Verruciform lesions. 

  

Conization and excision to high 

frequency 

Intraepithelial neoplasia located in the area of 

transformation.  

Excision with scissors Verruciform lesions, especially exophilic and 

pedunculated. 

Excision with scalpel Intraepithelial neoplasia of the skin and mucosa.  

CO2 laser  Lesions on the vulva, vagina, uterine cervix and urethral. 

  

H
o

m
eo

p
at

h
y

 Thuya occidentalis Vegetative lesions such as warts, papillomas, condylomas 

and excrescences of various types. 

Acupunture Adjuvant treatment of papillomatosis lesions. 

Im
m

u
n
o

th
er

ap
y

 

Retinoid Viral lesions of the skin and mucosa and help in the 

surgical treatment after invasive cancers, precancerous 

skin lesions, cervix and vulva. 

Isoprinosine Relapse after treatment with physical agents in 

condylomatous lesions, lesions associated with 

intraepithelial neoplasia, and lesions that are refractory, 

recurrent and extensive. 
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1993, published by the University of Chicago Press. 
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in place of the term. Abbreviations of conventional or SI units of measurement may be used without 

introduction. 

References to drugs: The generic name of a drug should be used as a general rule; however, the full 

name or the commercial name of the drug, as well as the name and location of the supplier, may be 
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information reported in the text, but should not be redundant with the text. Each table must be 
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Photomicrographs should include a micron bar or other appropriate scale marking. 

Bacterial nomenclature: Microbes should be referred to by their scientific names according to the 

binomial system used in the latest edition of Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (The 

Williams and Wilkins Co.). When first mentioned, the name should be in full and written in italics. 

Thereafter, the genus should be abbreviated to its initial letter, e.g. 'S. aureus' not 'Staph. Aureus'. If 

abbreviation is likely to cause confusion or render the intended meaning(s) unclear the names of 

organisms should be given in full. Only those names included in the Approved Lists of Bacterial 

Names (Int J Syst Bacteriol 1980; 30: 225-420) and/or which have been validly published in the Int 

J Syst Bacteriol since January 1980 are acceptable. If there is a good reason to use a name that does 

not have standing in nomenclature, it should be enclosed in quotation marks and an appropriate 

statement concerning its use made in the text (e.g. Int J Syst Bacteriol 1980; 30: 547-556). 

Symbols for units of measurement must accord with the Système International (SI): However, blood 

pressure should be expressed in mmHg and haemoglobin as g/dl. 

GenBank/DNA sequence linking: Many Elsevier journals cite "gene accession numbers" in their 

running text and footnotes. Gene accession numbers refer to genes or DNA sequences about which 

further information can be found in the databases at the National Center for Biotechnical 

Information (NCBI) at the National Library of Medicine. Elsevier authors wishing to enable other 

scientists to use the accession numbers cited in their papers via links to these sources, should type 

this information in the following manner: 

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession number 

in bold, underlined text . Letters in the accession number should always be capitalised. (See 

example below). This combination of letters and format will enable Elsevier's typesetters to 

recognise the relevant texts as accession numbers and add the required link to GenBank's 

sequences. 

Example: "GenBank accession nos. AI631510 , AI631511 , AI632198 , and BF223228 ), a B-cell 

tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048 ), and a T-cell 

lymphoma (GenBank accession no. AA361117 )". 

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a letter or 

number can result in a dead link. In the final version of the printed article, the accession number 

text will not appear bold or underlined. In the final version of the electronic copy , the accession 

number text will be linked to the appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go 

directly to that source from the article. 

Supplementary material submission. Elsevier accepts electronic supplementary material to 

support and enhance your scientific research. Supplementary files offer the author additional 

possibilities to publish supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution 

images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published 

online alongside the electronic version of your article in Elsevier web products, including 

ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is 

directly usable, please ensure that data is provided in one of our recommended file formats. Authors 

should submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and 

descriptive caption for each file. Upon acceptance of an article, authors will be asked to transfer 

copyright (for more information on copyright see 

http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/copyright). This transfer will ensure the 

widest possible dissemination of information. A letter will be sent to the corresponding author by 

email, confirming receipt of the manuscript, together with a form facilitating the transfer of 

copyright. If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written 
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http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/copyright
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permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted 

forms for use by authors in these cases : contact Elsevier's Rights Department, Philadelphia, PA, 

USA: Tel. (+1) 215 238 7869 ; Fax (+1) 215 238 2239; e-mail healthpermissions@elsevier.com . 

Requests may also be completed online via the Elsevier homepage 

(http://www.elsevier.com/locate/permissions). 

Ethical Consideration. Work on human beings that is submitted to International Journal of 

Infectious Diseases should comply with the principles laid down in the Declaration of Helsinki; 

Recommendations guiding physicians in biomedical research involving human subjects. Adopted 

by the 18th World Medical Assembly, Helsinki, Finland, June 1964, amended by the 29th World 

Medical Assembly, Tokyo, Japan, October 1975, the 35th World Medical Assembly, Venice, Italy, 

October 1983, and the 41st World Medical Assembly, Hong Kong, September 1989. The 

manuscript should contain a statement that the work has been approved by the appropriate ethical 

committees related to the institution(s) in which it was performed and that subjects gave informed 

consent to the work. Studies involving experiments with animals must state that their care was in 

accordance with institution guidelines. 

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent which 

should be documented in your paper. Patients have a right to privacy. Therefore identifying 

information, including patients? images, names, initials, or hospital numbers, should not be 

included in videos, recordings, written descriptions, photographs, and pedigrees unless the 

information is essential for scientific purposes and you have obtained written informed consent for 

publication in print and electronic form from the patient (or parent, guardian or next of kin where 

applicable). If such consent is made subject to any conditions, Elsevier must be made aware of all 

such conditions. Written consents must be provided to Elsevier on request. Even where consent has 

been given, identifying details should be omitted if they are not essential. If identifying 

characteristics are altered to protect anonymity, such as in genetic pedigrees, authors should provide 

assurance that alterations do not distort scientific meaning and editors should so note. If such 

consent has not been obtained, personal details of patients included in any part of the paper and in 

any supplementary materials (including all illustrations and videos) must be removed before 

submission. 

Randomised Controlled Trials. All randomised controlled trials submitted for publication in 

International Journal of Infectious Diseases should include a completed Consolidated Standards of 

Reporting Trials (CONSORT) flow chart. Please refer to the CONSORT statement website at 

http://www.consort-statement.org/?0=1001 for more information. International Journal of 

Infectious Diseases has adopted the proposal from the International Committee of Medical Journal 

Editors (ICMJE) which require, as a condition of consideration for publication of clinical trials, 

registration in a public trials registry. Trials must register at or before the onset of patient enrolment. 

The clinical trial registration number should be included at the end of the abstract of the article. For 

this purpose, a clinical trial is defined as any research project that prospectively assigns human 

subjects to intervention or comparison groups to study the cause-and-effect relationship between a 

medical intervention and a health outcome. Studies designed for other purposes, such as to study 

pharmacokinetics or major toxicity (e.g. phase I trials) would be exempt. Further information can be 

found at www.icmje.org. 

Conflicts of Interest. At the end of the text, under a subheading "Conflict of interest statement" all 

authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organisations 

that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest 

include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent 

applications/registrations, and grants or other funding.  
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