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Resumo

O HPV ¢é o principal fator transformadordo cancer cervical. No seu ciclo
viral é expressa a oncoproteina E5, responsavel por varias alteracdes na célula
hospedeira e,foi sugerido in vitro, que ela altera a proliferacéo celular através
da regulacédo negativa do microRNA-203, que em condigdes normais atua
inibindo a proliferagdo e condicionando a diferenciagdo dos queratindcitos.
Entretanto os mecanismos que envolvem E5 e o microRNA-203 ainda nao
estdo bem elucidados. Este estudo tem como objetivo avaliar o perfil de
expressao da oncoproteina E5 e do microRNA-203 em bidpsias de colo uterino,
observando a existéncia de correlagdo entre ambos. A expressdo génica
relativa do microRNA-203 e E5 nas amostras clinicas (n=90), referente a todas
as etapas da carcinogénese cervical (Normal, NIC |, NIC II, NIC IIl e cancer), foi
obtida por gPCR.As analises mostraram uma diminui¢cdo do perfil de expressao
do microRNA-203 no cancer em comparagao com amostras normais (p<0,01)
enquanto o RNAm de E5 do HPV 16 aumentou sua expressao em NIC Ill € no
cancer em relagdo a lesbes de baixo grau (NIC 1) (p<0,001 e p<0,01,
respectivamente). Os resultados apontam que o microRNA-203 esta regulado
negativamente no cancer cervical, porém sem correlagdo estatisticamente
significante com a expressdo de E5. O perfil apresentado nos diferentes
estagios sugere que omicroRNA-203e o oncogene E5 sdo capazes de

diferenciar estagios da carcinogénese cervical.

Palavras-chaves: Expressao Génica; HPV; Neoplasia intraepitelial cervical.



Abstract

The Human papillomavirus (HPV) is the main transforming factor in
cervical cancer. The HPV expresses the oncoprotein E5 which is responsible
for several changes in the host cells and recent in vitro studies have suggested
that it plays a role in the regulation of cell proliferation through microRNA-203.
This microRNA acts by inhibiting cell proliferation and stimulating cell
differentiation in normal conditions. However, the mechanisms involving ES and
microRNA-203 are not yet well elucidated. The aim of the present study is to
evaluate both E5 and microRNA-203 expression profiles in biopsies of women
from Pernambuco andobserve if there is any correlations between them.
Expression of microRNA-203 in clinical samples (n=90), observed at all
carcinogenic process (Normal, CIN I, CIN II, CIN Il and cancer), was obtained
by real-time qPCR. The analysis here performed demonstrates a decreased
expression of microRNA-203 in cancer samples when compared to the normal
ones (p<0,01) while E5 increased its expression in CIN Ill and cancer when
compared to low-grad lesion (CIN I) (p<0,001 and p<0,01, respectively). Our
data shows that miR-203 is downregulated in cancer, although no statistical
significant correlation was found between its expression and E5.Both

expression profiles suggest their ability to differentiatelesions.

Key-words: Gene expression; HPV; Cervical intraepithelial neoplasia.
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1. Introdugao

De acordo com o Ministério da Saude, s&o linhas prioritarias as pesquisas que
visem aumentar a qualidade e expectativa de vida da populacdo, entre essas
prioridades se encontram as DSTs (Doengas sexualmente transmissiveis) e o cancer
de colo de utero. A infec¢cdo por HPVs (Papiloma virus humano) de alto risco esta
diretamente relacionada com o desenvolvimento do cancer de colo de utero, e a
infecgdo por HPV é, hoje, caracterizada como uma das principais DSTs que afligem
a populacdo mundial. Cerca de 291 milhdes de mulheres no mundo sao portadoras
de HPV com 265 mil mortes por este tipo de cancer ao ano. No Brasil, o cancer de
colo de utero produz uma média de 2,5 6bitos/100.000 individuos, com a média do
nordeste superior a nacional, com Pernambuco igual a 2,9/100.000 individuos.
Apesar do alto numero de mulheres infectadas, a maioria ndo desenvolve lesao e
tem a capacidade de espontaneamente expulsar o virus das células infectadas.
Porém, mesmo com alta taxa de remisséo, cerca de 5% das mulheres infectadas
desenvolvem lesdes que podem levar a formagédo do cancer de colo de utero e ao
Obito.

Neste contexto a implantagao de estratégias efetivas para a detec¢ao do virus
e lesdes cervicais faz parte de um conjunto de politicas publicas voltadas a Atencao
Basica, do Ministério da Saude. Desta forma, com o objetivo de encontrar
estratégias eficazes, genes sdo estudados como possiveis biomarcadores para a
deteccao precoce de alteragdes celulares causadas pelo HPV, bem como para a
precisa diferenciacdo dos niveis de lesao cervical. Entre estes genes estdo alguns
envolvidas na regulagao do ciclo celular, microRNAs (miR) do hospedeiro e também

oncoproteinas virais.
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O microRNA-203 é um importante alvo de estudo sobre a carcinogénese do
cancer cervical, particularmente por ser especifico de células epiteliais e ter sua
expressado alterada em diversos tipos de céncer. Além do miR-203 temos a
oncoproteina E5 do HPV como alvo de estudo, que esta relacionada a progressao
tumoral e, recentemente, foi sugerido in vitro o seu envolvimento em alteragdes na
expressao do miR-203.

Com base nos dados acima, este estudo contribuird para a caracterizacdo do

perfil molecular relacionado ao cancer cervical, tentando esclarecer mecanismos que

induzem a carcinogénese.



13

2. Revisao deliteratura

2.1. Cancer cervical eHPV

O cancer cervical € uma das principais causas de morte por cancer em
mulheres no mundo, com 87% dos casos ocorrendo nos paises em desenvolvimento
(Frazer, 1.H. 2004; Botezatu, A. et al., 2011). No Brasil foram estimados 15.590
casos de cancer cervical para o periodo de 2014, com incidéncia de ~ 19/ 100 mil
individuos no Nordeste (INCA, 2014), e 16.340 casos para o ano de 2016 (INCA,
2016) representando um desafio ao Sistema Unico de Satde.

A prevengao do cancer cervical é potencialmente eficaz, uma vez que
apresenta evolugao lenta, desde o desenvolvimento das lesdes precursoras,
neoplasia intraepitelial de grau 1, 2 e 3 (NIC I, NIC Il e NIC lll, respectivamente), até
a neoplasia maligna (Steenbergen, R. D. M. et al., 2005); contudo, o exame
citoldgico, que é a principal estratégia de rastreamento utilizada, e o histopatolégico
que € o padrao- ouro utilizado no diagnodstico, na maioria das vezes induzem a
variagdes na interpretacdo das atipias celulares, resultando em diagnosticos

inconsistentes (Amaral, R.G. et al.,2008).

Varias evidéncias experimentais sustentam a estreita correlagcdo entre a
infeccado por alguns tipos especificos de papiloma virus humano (HPV) e a etiologia
do cancer ano-genital (zur Hausen, H. 2002), em especial o carcinoma cervical, para
o qual o HPV-16 esta presente em 60-70% dos casos (Bernard, H.U. et al., 2010).
No Nordeste os tipos de HPV mais prevalentes em lesbes cervicais, além do HPV
16, sdo o HPV 18, HPV 31, HPV 33 e HPV 58 (Gurgel, A.P. et al., 2015). Tendo em
vista a relagao viral com o cancer cervical alguns paises tém adotado junto ao

exame citoldgico, a detecgdo do HPV por captura hibrida Il, no entanto apesar da
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alta sensibilidade o teste apresenta especificidade reduzida, pois pode detectar
HPVs de baixo risco oncogénico que frequentemente estdo presentes, e ndo permite
o diagndstico e prognéstico exato para cada tipo de lesdo (Derchain, S.F.M. et al .,
2005).

O HPV é transmitido através de relagdes sexuais (vaginal, oral e/ou anal) onde
aproveitam a presenca de micro traumas na mucosa para alcancar as células basais
(Sapp, M. and Bienkowska-Haba, M. 2009). A partir da infec¢gdo o virus pode ser
expulso do organismo antes de causar lesdo, pode levar a formacao de lesdes
intraepiteliais de baixo grau (LSIL), NIC I, e de alto grau (HSIL) ou pode gerar uma
infecgao persistente com integragcdo do genoma viral no genoma do hospedeiro, que
€ uma etapa importante para a formagéo do cancer cervical (Woodman C.B. et al.,
2007) (Figura 1). As agbes virais visam a modulagao da proliferagao, apoptose e da
resposta imune do hospedeiro, tanto a inata como a adaptativa, sendo a celular o
principal tipo de resposta imune responsavel contra a infeccao pelo HPV. Nas
infecgbes persistentes a resposta imune celular é inibida, o que contribui para o ndo

reconhecimento do virus pelo organismo hospedeiro (Yu, S.L. et al 2012).



15

| |Epitélin Cervical ‘0 Papilomavirus entra| As células infectadas
normal \na epitelio atraves de| |multiplicam-se
I icrolesan e

-
1

g e R } ; 5 . | Ju

T e AL wiy J o a at oo T
il ) -r..-l" E L RE T . .;'. bl "':l:.“-- ; 'i'l.l ll
EOTL N Rl U | - 'u Tkl 7wy T 5 WY i W Tam g .
N A e ’: % '#'.j e N |

E O Tl RS i =
|y LB

| P¥ o0 ajadsraa

' _-;::.qt_"'_ii‘ WJoaesss s L LTI
e e e |

l-—-_-—il!
Cancer: ks calulas

Figura 1. Infecgao pelo HPV e progressao da lesdao — O esquema mostra a infecgao viral, desde a
entrada do virus na célula hospedeira até a formagéo do cancer cervical. A partir da entrada do virus
nos queratindcitos, se ndo houver atividade eficaz do sistema imune, a particula viral ira se replicar e
infectar as células adjacentes. A persisténcia da infec¢cdo promove a progressao de lesbes de baixo
grau (LSIL), NIC I (neoplasia intraepitelial cervical de grau 1), para lesdes de alto grau (HSIL), NIC Il
(neoplasia intraepitelial cervical de grau Il) e NIC Ill (neoplasia intraepitelial cervical de grau lll), e
destas para a formagé&o do cancer. (Fonte: Alexandre Pereira de Sousa, 2011)

2.2. Oncoproteinas virais e o cancercervical

Os oncogenes E5, E6 e E7 sdo essenciais na promog¢ao da desordem celular e
transformacao em células malignas, que culminara no aparecimento de carcinomas,
agindo tanto individualmente (Hu, L., and Ceresa, B. P., 2009) quanto em conjunto,
quando as propriedades carcinogénicas se tornam potencializadas. Tais genes
apresentam uma vasta gama de interagbes com proteinas reguladoras do ciclo
celular, da proliferagado e diferenciacdo, como também diversas outras proteinas
celulares, o que induz instabilidades genéticas. Tais oncoproteinas (Figura 2)

também apresentam agbes sobre os microRNAs da célula hospedeira (Tabela 1),
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que regulam a expressao de diversos genes importantes no processo carcinogénico
e ajudam a esconder a presenga do virus da resposta imune do hospedeiro
(McBride, A. A et al., 2012). Todas as oncoproteinas desempenham papeis
essenciais na formacgao das lesdes cervicais, porém a oncoproteina E5 possui suas
atividades e vias carcinogénicas pouco elucidadas, necessitando principalmente de

estudos in vivo para maioresesclarecimentos.

Tabela 1. MicroRNAs modulados por oncoproteinas envolvidas no desenvolvimento do cancer
cervical. (Fonte: modificada de Pedroza-Torres A et al., 2014)

Oncoproteina Regulacao MicroRNAs

ES Positiva miR-146a

E5 Negativa miR-324-5p; miR-203

E6 Negativa miR-34a, miR-218, miR-

23b
E6 Negativa miR-203
E6/E7 Negativa miR-29
E7 Negativa miR-15b, miR-15a, miR-16-
1, miR-203
E2
ES
E4 ~

L2
3.000

E1

L1

URR

Figura 2. Genoma do HPV - A imagem mostra os genes que codificam proteinas precoces (E1- E7)
e tardias (L1 e L2) do HPV. A regido de L1, envolvida na formagao do capsideo viral, é a utilizada
para detecgao do virus por ser uma regido bem conservada. (FONTE: Mufioz N, et al. 2006).
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2.3. OncoproteinaE5

Dentre as oncoproteinas, E5 € uma molécula com partes hidrofébicas que pode
ser encontrada na membrana plasmatica, na membrana nuclear, no complexo de
Golgi e no reticulo endoplasmatico (Miura S et al., 2010; Borzacchiello G et al.,
2010). Durante a infec¢ao persistente do HPV ocorre a integragao viral no genoma
hospedeiro, e segundo parte da literatura o oncogene E5 € perdido na maioria dos
casos (Muto V et al., 2011; Fehrmann, F, and Laimins LA, 2003), restringindo seu
potencial na progressao da leséo cervical aos estagios precoces da infecgao (Araibi,
E. H. et al., 2004; Ashrafi, G. H. et al., 2006; Gruener, M. et al., 2007). Discordando
do proposto por esses autores, outros trabalhos mostraram que o oncogene E5
permaneceu sendo expresso na célula hospedeira apds a integracgao viral, de forma
epissomal, em parte dos casos estudados (Chang, J.L. et al. 2001; Hafner, N. et al.
2008; Lorenzon, L. et al, 2011).

E5 atua como mediador da transformagado oncogénica através de varias vias,
como por exemplo através do VEGF (fator de crescimento endotelial vascular)
(Moody and Laimins, 2010). Liao, S. et al. (2013) trouxe evidencias do papel de E5
na promog¢ao da proliferagdo, migragao e invasao de células cancerigenas in vitro, e
acelera o crescimento de tumores derivados do cancer cervical in vivo. Trabalhos
anteriores em cultura de queratinécitos humanos também mostraram que ES altera a
expressao de varios genes codificantes de proteinas envolvidas na motilidade e
adeséo celular, o que poderia explicar porque células cancerigenas expressando E5

tem um aumento da motilidade (Kivi N. et al.,2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%83%C2%A4fner%20N%5BAuthor%5D&amp;amp%3Bamp%3Bamp%3Bcauthor=true&amp;amp%3Bamp%3Bamp%3Bcauthor_uid=17828299
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24. Avaliacao de microRNAs nacarcinogénese

A anadlise de variagcdes nos niveis de expressdao de RNAm (Rosty, C. et al.,
2005; Chao, A. et al 2006; Wong, Y.F et al., 2006; Sheng, J. and Zhang Wei-yuan,
2010; Rajkumar, T. et al., 2011; Pinto, A.P. et al., 2010) e microRNAs (Lee, J.W. et
al., 2008; Wang, X. et al., 2009; Hu, X. et al., 2010; Pereira, A.P. et al., 2010; Rao, Q.
et al., 2012), na carcinogénese cervical vem sendo o foco de muitos estudos para a
identificacdo de possiveis biomarcadores e alvos terapéuticos que aumentem a

acuracia dos testes preventivos atuais e tonem o tratamento mais eficaz.

Os microRNAs sdo RNAs de fita simples com tamanho variando de 19 a 24
nucleotideos, que sao transcritos e maturados para exercer sua fungao biolégica na
regulagao pés-transcricional de genes que codificam proteinas (Ling H. et al., 2013),
com grande importancia também na regulagdo de genes durante infecgbes virais
(Roberts, A.P. and Jopling, C.L., 2010). Além disso, séo tecido-especifico e possuem
um perfil de expressao caracteristico nos tecidos normais, porém sao encontrados
com expressao alterada no cancer, sugerindo envolvimento no processo
carcinogénico e apontando a importancia de seu estudo. Por regular a expressao de
varios genes, os microRNAs estdo envolvidos n’a proliferacao, diferenciagdo e
apoptose, e podem facilitar ou dificultar o desenvolvimento de neoplasias, inclusive
no tecido cervical. Dentre os microRNAs estudados, o0 miRNA-203 tem apresentado
um perfil de expressao alterado em varios processos neoplasicos, e principalmente
no cancer cervical, podendo ser uma alternativa para diagndstico, prognostico e

terapia para este tipo de cancer (Esquela-Kerscher A. and Slack F. J., 2006).
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2.5. MicroRNA-203

O miR-203 esta localizado no cromossomo 14q32 e foi sugerido como
potencial biomarcador em varios tipos de cancer por apresentar alteracbes em sua
expressao. Ele atua como supressor tumoral em varias neoplasias humanas devido
a inibicdo direta de produtos génicos como ANp63, AKT2, Src, Runx2 e ABL 1
(9rom U.A. et al., 2012; Yu H. et al., 2012). Zhang, F. et al (2014) mostrou o efeito
anti-tumoral do miR-203, que ao ser induzido a super expressao no cancer
esofageal inibiu 0 miR-21, reconhecidamente um miR pro-oncogénico inibidor da
apoptose, através da repressdo de proteinas Ran. Estudos encontraram o miR-203
regulado negativamente no carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo,
carcinoma de laringe, linfoma de células B, em processos malignos hematopoiéticos,
cancer de colon, cancer de prostata, melanoma e glioma, (Jianguo, H.E. et al.,
2013). Em contraste, o miR-203 foi encontrado aumentado no carcinoma
endometrial (Chung, T.K. et al., 2009) e em adenocarcinoma pancreatico, onde foi

apontado como um marcador de mau prognéstico (Ikenaga N. et al.,2010),

O miR-203 é especifico de tecido epitelial e apresenta extrema importancia no
controle da proliferagao, principalmente através da inibicao da proteina ANp63 que é
um estimulador da proliferacdo celular, para dar inicio a diferenciacdo de
queratinécitos (McKenna, J.D. et al. 2010). A expressdo do miR-203 em tecidos
normais aumenta de acordo com a diferenciagao das células, ou seja, das camadas
basais para as camadas mais superficiais (Sonkoly E. et al., 2007; Wei T. et al.,
2010).

Adicionalmente, alguns trabalhos tém revelado que o perfil aberrante de alguns

miRNAs, dentre os quais esta o miR-203, nas neoplasias cervicais esta associado a
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acao das oncoproteinas E5, E6 e E7 do HPV, com finalidade de manter a célula em
estado ideal para a manutengcdo do genoma viral e progressdo da lesao cervical

(Greco, D. et al, 2011; Shen Y. et al., 2011; Reshmi and Pillai 2012).

2.6. Interagao entre a oncoproteina E5 e omiR-203

Em estudos para avaliar a expressdo e interacdo de microRNAs e da
oncoproteina E5, Greco, D. et al. (2011) mostrou, in vitro, que células expressando
E5 apresentaram a expressao de microRNAs alterada, incluindo o miR-203 que foi
regulado negativamente como uma possivel via de repressdo da diferenciacéao
celular. E apontado na literatura que a alta expressdo do miR-203 teria acéo
inibitéria na amplificagdo do genoma viral j@ que este evento ocorre
preferencialmente em células jovens, ainda n&o diferenciadas, e por isso seria
esperada uma alteragdo da sua expressdo para manter a amplificacdo do HPV
(Melar-New and Laimins, 2010). Apesar das varias analises, a oncoproteina E5
ainda ndo tem seus mecanismos biolégicos bem definidos e sdo necessarios mais
estudos, in vivo, a respeito das vias e alvos desta proteina.

Portanto, de acordo com o exposto, é importante a caracterizagdo do perfil de
expressao da oncoproteina E5 do HPV e do miR-203 do hospedeiro em amostras

clinicas, assim como da correlagdo de ambos.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Avaliar e correlacionar o perfil de expressao do oncogene E5 do HPV e do miR-
203 de pacientes, nas amostras clinicas, nos diferentes tipos de lesbes cervicais

(amostras normais, NIC I, NIC Il, NIC IIl e cancer).

3.2. Objetivos especificos

e Detectar o HPV e genotipar as amostras paraos HPVs: 16, 18, 31, 33 e 58;

e Obter os niveis de expressao relativa de E5 e do miR-203 e correlaciona-los,
nas amostras normais, NIC I, NIC Il, NIC Ill ecancer;

4. Material e métodos

41. Obtencao das amostrasclinicas

Foi realizado um estudo transversal com 90 biopsias cervicais de mulheres,
com idade variando de 18 a 70 anos, apresentando os varios graus da lesao
cervical, NIC | (n=17), NIC Il (n=19), NIC Ill (n=20) e o cancer (n=14). As biopsias
foram coletadas em solugado de RNA /ater (Qiagen) e em seguida congeladas a -80°
C até o procedimento de extragdo. Foram incluidas no estudo amostras controles do
tecido cervical normal (sem lesao) (n=20).

O estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE (CAAE: 03606212.7.0000.5208) (Anexo 2).

As pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice I), e responderam a um questionario que aborda dados socioeconémicos,
habitos e estado emocional/ psicolégico. As pacientes foram provenientes do servigco

de rotina do atendimento ginecolégico, do Instituto de Medicina Integral Prof.
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Fernando Figueira (IMIP), do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco e do Hospital Bardo de Lucena, e foram incluidas no estudo as
mulheres maiores de 18 anos. Nao foram incluidas no estudo, pacientes positivas
para o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e/ ou mulheres com deficiéncias

que as impediam de compreender o estudo.

4.2. Extracao do DNA para deteccao e genotipagem doHPV

O DNA das biopsias foi extraido e purificado através do procedimento de
maceragao com nitrogénio liquido em solugdo de TRIzol® Reagent (Invitrogen), foi
feita a maceragcdo com 1ml de Trizol, em seguida foi adicionado 200l de cloroférmio
e homogeneizado por 15 segundos, incubado por 3 min a temperatura ambiente e
centrifugado a 14000rpm por 15min a 4°C; Removemos a fase aquosa e seguimos
o protocolo do kit DNaesy® tissue and blood DNA extraction (QIAGEN) de acordo

com as instrugdes do fabricante. Depois de extraido, o DNA foi armazenadoa-20°C.

43. Deteccao e genotipagem dosHPVs

A detecgao do DNA dos HPVs 16, 18, 31, 33 e 58 foi efetuada pela técnica
Polimerase Chain Reaction (PCR), utilizando-se primers consenso e degenerados
(MYQ09/MY11), que amplificam uma sequéncia de 455pb na regidao L1 do genoma do
HPV (Figura 2), conforme descrito por Kay et al. (2002). Como controle da
integridade do DNA extraido, a amplificacdo do gene da B-globina humana foi
realizada, utilizando os primers PC04 e GH20 que gera um amplicon com 110 pb

(Karlsen et al., 1996; da Silva, B. et al., 2009) (Tabela 2). As condi¢cdes de
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amplificagdo dos fragmentos foram efetuadas de acordo com o protocolo

desenvolvido por da Silva, B. et al.(2009).

Tabela 2. Sequéncia dos primers para detec¢dao do HPV e avaliagcido da integridade do DNA
utilizado.

Primer Sequéncia Amplicon
MY09 | 5-GCACAGGGTCATAACAATGG-3' 455 pb
MY11 | 5-GATCAATATCCCCTTGGACG-3'
PC04 5'-ACACAACTGTGTTCACTA- 3' 110 pb
GH20 | 5-GGTGAACGTGGATGAAGTTG-3'

Para genotipagem dos tipos de HPV foram desenhados primers especificos
através do software CLCbio Main Workbench versédo 5.7.1 (QUIAGEN), observando
os parametros de tamanho dos primers, tamanho do amplicon gerado, conteudo de
CG nas extremidades 5’ e 3’, temperatura de melting, possibilidade de anelamento
entre os pares de primer, formagao de estrutura secundaria e especificidade, testada
in silico. Todos os primers foram padronizados nas amostras clinicas para garantir
especificidade e 6tima eficiéncia, validando a temperatura de anelamento ideal. A
genotipagem dos HPVs foi realizada por meio de PCR convencional, onde o volume
final da reacao foi 25ul, contendo: 12,5ul de Master Mix (Qiagen), 2ul de cada
primer, 7,5ul de agua sem nuclease e 1ul de DNA. As condi¢des de amplificagao
para o HPV 16, 18, 33 e 58 foram: 95°C por 3 min, seguidos de 30 ciclos a 95°C por
15 segundos, 1 min com a temperatura especifica de anelamento para cada par de
primer (tabela 3) e extensdo a 72°C por 1min. As condi¢cbes para o HPV 31 foram:
94°C por 2 min, seguidos de 35 ciclos a 94°C por 10 segundos, 20 segundos a 55°C,
72°C por 1min e extensao final a 72°C por 5min.

Os primers para genotipagem, deteccdo do HPV e para avaliagdo da
integridade do DNA foram padronizados para obtencdo de 6tima eficiéncia e

especificidade (Bustin et al., 2009).
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Todos os produtos de PCR convencional foram avaliados por eletroforese em
gel de agarose com concentragdes variando de 1% a 2,5% dependendo do tamanho
da sequéncia amplificada, utilizando TAE 1x (Solugéo de estoque: TAE 10x — Tris
base 400mM, acido acético 190mM e EDTA 10mM pH 7.6). Foi adicionada ao gel
uma solucdo de brometo de etideo (0.5ug/ml) para visualizagdo das bandas de DNA
através de transluminador de luz ultravioleta. As bandas foram visualizadas
utilizando como referencial o marcador DNA step ladder (Promega) que variou de

50pb a 1kb, dependendo do tamanho do amplicon gerado naPCR.

Tabela 3. Informagoes dos primers utilizados para genotipagem do HPV.

Primers Sequéncia Amplicon | Temperatura
de
anelamento
F:AGCTCAGAGGAGGAGGATGA 199 pb 60°C
HPV 16 R:GAGAACAGATGGGGCACAAC
F:CAACACGGCGACCCTACAA 170 pb 52,5°C
HPV 18 R:AGCATGGGGTATACTGTCTCT
HPV 31 F:CGTTTTCGGTTACAGTTTTACAAG 728 pb 55°C
C
R:AGCTGGACTGTCTATGACAT
HPV 33 F:ACTGAGGAAAAACCACGAACA 200 pb 61°C
R:GATAAGAACCGCAAACACAGT
HPV 58 F:GAAATAGGCTTGGACGGGC 131 pb 60°C
R:GTTCGTACGTCGGTTGTTGT

4.4. Extracao de RNA total e Sintese docDNA

O RNA total das amostras clinicas foi extraido através do procedimento de
maceragao com nitrogénio liquido em solugdo de TRIzol® Reagent (Invitrogen), foi
feita a maceracdo com 1ml de Trizol, em seguida foi adicionado 200ul de cloroférmio
e homogeneizado por 15 segundos, incubado por 3 min a temperatura ambiente e
centrifugado a 14000rpm por 15min a 4°C; e purificado com o Absolutely RNA

miRNA Kit (Agilent Technologies), conforme as instrugdes do fabricante. Este  Kit



25

permite a recuperagdo tanto de microRNA quanto de RNA mensageiro,

possibilitando a avaliacdo da expressao de ambos, a partir de uma mesmaamostra.

A integridade do RNA foi assegurada pela observacdo das bandas de RNA
ribossomal (28S e 18S), por eletroforese em gel de agarose 1% (0,4g) com 7,25ml
de formaldeido 37%, 4ml de MOPS 10x, 28,75ml de agua com DEPC e 4pl de
brometo de etideo. Foi preparado um mix de desnaturagao para aplicacdo contendo
3ul de RNA, 2ul de MOPS 10x, 3,5ul de formaldeido e 10ul de formamida; 2ul de
loading RNA buffer (0,1ml de EDTA, 4,9ml de agua, 5ml de glicerol) foi aplicado com
as amostras. Também foi avaliada a concentragéo e pureza do RNA pelo NanoDrop
2000 Spectrophotometer (ThermoScientific), com critério de inclusdo 260/280 (1.8-

2.1) e concentracdo de RNA a partir de 100ng/pl.

A sintese dos cDNA foi realizada com input de 1000ng do RNA total em um
volume final de reagcdo com 20ul, através do miScript Il RT kit (Qiagen), de acordo
com as recomendacgdes do fabricante. Para cada amostra foi adicionado um tubo
para o controle de contaminagdo com DNA gendmico, sem a enzima transcriptase

reversa.

4.5. Avaliagcao da expressao do oncogene E5 e do miR-203 porqPCR

Os primers para quantificacdo dos miRNAs, miR-203 e miRNAs de referéncia,
foram adquiridos comercialmente do miScript Primer Assay Kit (Qiagen). Os
microRNAs de referéncia para normalizacdo do miRNA-203 foram o miR-191 e o
miR-23a (Pereira et al, 2010; Peltier e latham, 2008; Shen et al, 2011; Leitao et al,

2014).
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As qPCRs para o miR-203, o miR- 191 e miR-23a foram realizadas com o
miScript Sybr Green kit (Qiagen), de acordo com recomendagdes do fabricante, e
executada no Rotfor-Gene 6000 Real-Time Rotary Analyzer (Corbett Life Science).
Todas as reagbes consistiram em um volume final de 20 ul contendo: 10 ul de
SYBR® Green PCR Master Mix (QIAGEN), 2 ul de primer forward, 2 ul de primer
reverso, 2 Jl de cDNA e 4 ul de agua sem nuclease. As condigbes de amplificagao
do miR-203, miR-191 e miR-23a foram: desnaturagao inicial a 95°C por 15 min,
seguidos de 35 ciclos a 55°C por 30 segundos e 70°C por 30 segundos para
anelamento e extenséo, com extensao final a 72°C por 1 min.

Para cada par de primer (para E5, miR-203 e genes de referéncia) (Tabela 4)
foi realizada uma curva padrao de eficiéncia em gPCR, para avaliar a eficiéncia dos
primers e da reagdo, com ftriplicatas de dilui¢gdes na base 10 (1:10, 1: 100, 1: 1000,
1: 10.000, 1: 100.000) de um cDNA padréao de tecido normal para o miRNA-203 e
genes de referéncia, e um cDNA de amostra positiva para E5 de cada tipo de HPV.
Os valores de Ct médios para cada diluicdo em série foram tragados em fungao do
logaritmo do fator da diluicdo do cDNA. A eficiéncia de amplificagdo para cada par
foi calculada pelo método da curva padrao, utilizando a férmula: Eficiéncia = (10 (-1 /
declive) -1), 100 x férmula. A curva de melting foi obtida para confirmar a

especificidade dos primers (Anexolll).

A concentracao final de cDNA utilizada para as reacbes de qPCR foram de
20ng/ul para RNAm (E5, GAPDH e ACTB) e de 2ng/ul para microRNA (miR-203,

miR-191 e miR-23a).

Para avaliar a expressao génica de E5 foi realizada a PCR quantitativa em

tempo real (QPCR), com os primers especificos desenhados para cada um dos tipos
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de HPV. Os dois genes de referéncia apontados como mais estaveis (Leitdo et al.,
2014), GAPDH e ACTB, foram utilizados para normalizar a expressao de E5 de
todos os HPVs em todas as amostras. As reagcdes de qPCRs para os genes de
referéncia consistiram em um volume final de 20 pyl contendo: 10 yl de SYBR®
Green PCR Master Mix (QIAGEN), 2 pl de primer forward, 2 ul de primer reverso, 2

Ml de cDNA e 4 ul de agua sem nuclease. As condigbes de amplificagao foram: 95°C
por 15 min, seguidos de 30 ciclos a 95°C por 25 segundos, 60°C por 25 segundos e

72°C for 25 segundos, com extenséo final a 72°C por 2 min.

Tabela 4. Primers desenhados para amplificagdo em gPCR.

Alvos Sequéncia dos primers Amplicon | Temperaturade
anelamento
F: TCGAGC AAGAGATGGCCAC 60°C
ACTB R: GGAAGGAAGGCTGGAAGAGT 132pb
F: GAAGGCTGGGGTCATTTG 60°C
GAPDH R: TAAGCAGTTGGTGGTGCAGG 91pb
E5 HPV F: ACT GGCTGCTTTTTGCTTTG 93 pb 60°C
16 R:GACACAGACAAAAGCAGCGG
E5 HPV F:CGCTTTTGCCATCTGTCTGT 54 pb 58°C
18 R:ACACAAATACCAATACCCATGC
E5 HPV F: GCTGTCTGTGTCGGTATAT 82 pb 53°C
31 R: AAAACAACGTAATGGAGAGG
E5 HPV F.CTATGCTTGGTTGCTGGTGT 53 pb 61°C
33 R:GAGATCCCACAAACACCCAAA
E5 HPV F:GGGTCGGCTCTACGAATTTT 94pb 61°C
58 R:CTTGTTGGGTTAAGTATTGTGC

4.6. Normalizagao dos resultados da qPCR de E5 e miR-203

Os genes de referéncia foram validados previamente em tecido cervical e
utilizados na obtengao dos niveis de expressdao do RNAm de E5 e do microRNA-203

(Leitao et al., 2014). Assim, o Act dos genes de referéncia e alvos foram obtidos (Act
= Ct médio do alvo — Ct médio de cada amostra) e para cada amostra foi alcancado
um “Quantite” Relativo (=eficiéncia®Act) dos genes de referéncia e do gene alvo para

cada amostra (Hellemans et al., 2007). Em seguida, o “quantite” relativo do alvo foi
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dividido pela média geométrica dos “quantites” relativos dos genes de referéncia,
calculado por amostra para obter a expressao relativa de cada amostra. Foram
utilizados os genes GAPDH e ACTB para normalizagdo do RNAm de E5 e os miR-

191 e 23a para normalizagdo do miR-203.

4.7. Analise estatistica

Os dados de expresséao relativa foram avaliados quanto a distribuicdo normal
pelo teste de Shapiro-Wilk. A diferenga de expressdo relativa entre os grupos
amostrais (normal, NIC1, NIC 2, NIC 3 e cancer) foram verificados pelo teste de
Kruskall-wallis e o Pés-teste de comparacao multipla de Dunn. O teste de correlagao
de Spearman foi aplicado para avaliar a correlagao entre as expressdes de E5 e do
miR-203, com resultados de coeficiente de correlagao entre 1 e -1. Os resultados
foram considerados significantes com p<0,05. Os softwares utilizados para

realizacéo dos testes foram o GraphPad Prism 5.01 e Stata/SE 12.0.

5. Resultados Obtidos

51. Deteccao egenotipagem

As amostras foram testadas quanto a presenca do HPV (Figura 3) e foram
genotipadas para os cinco tipos de HPVs mais frequentes em nossa populacgao:
HPV16, HPV18, HPV31, HPV33 e HPV58 (Figura 4). Todas as amostras foram
testadas quanto a sua qualidade para serem usadas em reacdo de PCR pela
amplificagao do gene da (- globina humana (figura 5) e todas foram consideradas de
qualidade, assim como todas as amostras com lesdo foram positivas para a

presenca do HPV (n=70) (Tabela5).
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500 pb

250 pb

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 1 % do produto de PCR convencional para detecgéao
do genoma viral — PCR com primers MY 09/11 com amplicon de 455 pb. No pogo 1 foi aplicado o
DNA step ladder de 1kb (Promega); do pogo 2 ao 10 foram aplicadas as amostras questionadas, as
quais foram todas consideradas positivas; as amostras nos pogos 2,3,4,5,6,7,8 e 9; no pogo 10 a
amostra foi considerada negativa. No pogco 11 foi aplicado o controle negativo da reacgdo. Para
visualizagao das bandas foi utilizado o intercalante de bases nitrogenadas, brometo de etidio e o gel
foi fotografado pelo foto documentador (Loccus Biotecnologia) com luz UV.

300pb

C+199pb

100pb

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 2,5% do produto da PCR da genotipagem do HPV 16 —
Resultado da PCR com primers para genotipagem do HPV 16. No pogo 1 foi aplicado uma amostra
conhecidamente positiva para o HPV 16; no pogo 2 foi aplicado o DNA step ladder (Promega) de 100
pb; Do pogo 3 ao 9 foram aplicados os produtos de PCR para genotipagem do HPV 16. Os pogos 3, 5
e 8 mostraram positividade para a presencga do HPV 16. Os pogos 4,6,7 e 9 continham amostras que
foram consideradas negativas para o HPV 16. No pogo 10 foi aplicado o controle negativo da reagéo.
O gel foi preparado com solugéo de TAE 1x, o qual também foi utilizado como tamp&o de corrida
(voltagem:100v; por 20min). Para visualizagdo das bandas foi utilizado o intercalante de bases
nitrogenadas brometo de etidio, e o gel foi fotografado pelo fotodocumentador (Loccus Biotecnologia)
com luz UV.
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Tabela 5. Resultado das genotipagens.

HPV 33 18 58 31 16
Amostras 3 4 17 21 37
(quantidade)
HPV 16/18 18/31 33/58 31/58 16/58 16/31 | 16/31/58
Amostras (quantidade) 2 1 2 3 7 5 1

250pb

110pb

—

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 2% do produto de PCR do gene da - globina humana
- Resultado da PCR com os primers PC04/ GH20 com amplicon de 110pb. No poco 1 foi aplicado o
DNA step ladder de 1kb (Promega); do pogo 2 ao 10 foram aplicadas as amostras questionadas, as
quais foram todas consideradas positivas; no pogo 11 foi aplicado o controle negativo da reagéo. O
gel foi preparado com solugdo de TAE 1x, o qual também foi utilizado como tampéo de corrida
(Voltagem: 100v; por 25 min). Para visualizagdo das bandas foi utilizado o intercalante de bases
nitrogenadas brometo de etidio, e o gel foi fotografado pelo fotodocumentador (Loccus Biotecnologia)
com luz UV.

A qualidade do RNA extraido foi assegurada por eletroforese em gel de

agarose (figura 6) e apenas amostras com RNA total apresentando concentragdao a
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partir de 100ng e pureza, avaliada por raz&o da absorbancia de 260/280 nm, entre

1.8 - 2.0 foram utilizadas.

285
18S

Figura 6. Padriao de bandas para controle de qualidade do RNA — A eletroforese em gel de
agarose 1% foi realizada para assegurar a integridade do RNA extraido (voltagem: 100 v; por 25 min).
Na coluna A mostra um RNA completamente degradado, a coluna B mostra um RNA parcialmente
degradado e na coluna C esta presente bandas de RNA ribossomal intactas. Este estudo incluiu
apenas amostras que apresentaram um padrao de bandas da coluna C.

5.2. Avaliagao da eficiéncia dos primers paragPCR

Os primers para os miRNAs de referéncia 191 e 23a, assim como para o
miRNA-203 obtiveram eficiéncia 6tima, avaliadas através de curva padrdao que foi
realizada em triplicata por qPCR (tabela 6) (Figuras 7 e 8). Também foi realizada a
curva padrdo dos primers para os RNAm de referéncia GAPDH e ACTB que
resultaram em eficiéncias o6timas (Figura 8). A curva padrdo de eficiéncia dos
primers para E5 também foram obtidas e mostraram eficiéncia ideal (Figura 9)
(Tabela 6) assim como para todos os microRNAs e RNAmM mostraram especificidade

do amplicon gerado (Figura 10).
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Figura 7. Curva de eficiéncia dos primers para o microRNA-203 - Foram feitos sete pontos de
diluicdo (200ng, 20ng, 2ng, 200pg, 20pg, 2pg e 0.2pg) de uma amostra conhecidamente positiva para
avaliar a eficiéncia dos primers na amplificacdo do microRNA-203 em qPCR.
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Figura 8. Curva de eficiéncia dos primers para os genes de referéncia - Foram feitos sete pontos
de diluicdo (200ng, 20ng, 2ng, 200pg, 20pg, 2pg e 0.2pg) de amostras conhecidamente positiva para
avaliar a eficiéncia dos primers na amplificagdo dos RNAm e miR utilizados para normalizagao dos
valores de expressdo de E5 e do microRNA-203. Micro-RNA-191 (A), microRNA-23a (B), gene
GAPDH (C) e gene ACTB (D).
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Figura 9. Curvas de eficiéncia dos primers para E5 do HPV 16, 18, 31, 33 e 58 — Foram feitos sete
pontos de diluigdo (200ng, 20ng, 2ng, 200pg, 20pg, 2pg e 0.2pg) de uma amostra conhecidamente
positiva para o HPV 16 (A), HPV 18 (B), HPV 31 (C), HPV 33 (D) e HPV 58 (E) para avaliar a
eficiéncia dos primers utilizados em qPCR.

Tabela 6. Resultados dos parametros da curva padriao em qPCR dos pares de primers.

Slope Eficiéncia R2

miR-191 -3.299 1.00 0.99121
miR-23a -3.300 1.00 0.99501
miR-203 -3.242 1.02 0.99873
ACTB -3.300 1.00 0.99521
GAPDH -3.275 1.01 0.99643
ES5 HPV 16 -3.303 1.01 0.99356
E5 HPV 18 -3.341 0.99 0.99566
ES5 HPV 31 -3.314 1.00 0.99249
ES5 HPV 33 -3.333 1.00 0.96062
ES5 HPV 58 -3.324 1.00 0.98008

Parametros: Slope ~ -3,32; Eficiéncia ~ 1; R> ~ 1 (porém o valor maximo normalmente é de 0,999)

miR-191
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Figura 10. Curvas de melting do microRNA-203, E5 e genes de referéncia - Para assegurar a
especificidade da reagéo para cada par de primer foram obtidas as curvas de melting que mostraram
apenas um pico e confirmaram a especificidade na formacgao do amplicon.
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5.3. Perfil de Expressdao domiR-203

O perfil de expressdo do microRNA-203 avaliado em gPCR apresentou uma
diminuigcdo das amostras normais para o cancer. A avaliagdo quanto a diferenca de
expressdo do miR-203, entre os grupos de amostra, foi feita analisando todos os
grupos ao mesmo tempo pelo teste de Kruskal-Wallis e dois a dois utilizando o teste
de comparacdo multipla de Dunn como pdés-teste. O primeiro teste mostrou que
existe diferenca significativa de expressdo do miR-203 entre os grupos (p = 0,0353)
e 0 segundo revelou que entre os estagios normal x cancer existe uma diminui¢ao
de expressao estatisticamente significante (p<0,05). O grafico (figura 11)
demostrando a expressdo do miR-203 permite visualizar a diminuicdo da mediana
de expressao deste microRNA do grupo normal para o NIC I, com um aumento do
NIC | para o NIC Il e uma diminui¢do gradativa do NIC Il para o NIC lll e cancer,
entretanto nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi encontrada entre os

outros grupos mencionados.
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Figura 11. Expressao do MicroRNA-203 nos diferentes estagios- Grafico expondo a avaliagdo das
diferencas de expressao do miR-203 entre as diferentes condigbes do tecido cervical, feito através
dos testes Kruskal-Wallis e Dunn. Os dados nido apresentaram distribuicdo normal e as medianas
mostram as diferengas na expressao dos grupos. Os asteriscos mostram a significancia da diferenca
de expressao entre cada grupo: * p<0,05.

5.4. Perfil de expressao do oncogeneE5

Das 90 amostras avaliadas, em 50 destas (20 normais; 6 NIC I; 11 NIC II; 4
NIC Ill; 5 Cancer) nao foi possivel detectar a expressao de E5 de nenhum dos HPVs
genotipados (16, 31, 58, 18 e 33). A quantidade de amostras positivas para E5 de
cada HPV seguiu a ordem de prevaléncia dos HPVs detectados nas biopsias, com
HPV 16 sendo o mais prevalente e com mais amostras positivas para E5, seguido
pelo HPV 31, HPV 58, HPV 33 e HPV 18 (com estes dois ultimos apresentando igual

prevaléncia e igual numero de amostras positivas para a expressao de ES).

Devido a pequena quantidade de amostras positivas para o HPV-33 (3) e HPV-

18 (4) nenhuma avaliagado estatistica pdde ser realizada, pois em apenas duas
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amostras positivas para o HPV 33 (1 NIC I e 1 NIC Ill) e duas para o HPV 18 (1 NIC

Il e 1 de cancer) foi possivel detectar a expressao de E5 (Figura 12).
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Figura 12. Expressao relativa de E5 do HPV 18 e 33 ao longo da carcinogénese cervical- Grafico
(A) mostra a expressao relativa das duas amostras positivas para E5 do HPV 33; O grafico (B) mostra
a expressao relativa das duas amostras positivas para E5 do HPV 18. Em ambos os casos nao foi
possivel executar a avaliagdo estatistica devido ao nimero de amostras.

E5 do HPV 58 foi detectado em 6 amostras das 17 amostras positivas para
este HPV (1 NIC Il e 5 NIC Ill) (Figura 13), porem também nao foi possivel avaliagéo
estatistica por causa do numero de amostras positivas para E5 em cada grupo de
lesdo. Ainda assim, foi possivel visualizar um aumento de expressao nas amostras

NIC Il comparadas a NIC II.
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Figura 13. Expressao relativa de E5 do HPV 58 ao longo da carcinogénese cervical- Grafico
expondo a expressao relativa de E5 do HPV 58 entre NIC Il e NIC Ill. Nao foi possivel a realizagao
dos testes estatisticos devido ao numero de amostraspositivas.

O HPV 31 foi detectado em 21 amostras das quais 11 amostras mostraram
expressao de E5 (1 NIC I, 3 NIC Il, 3 NIC Ill e 4 canceres). Os perfis de expressao
mostraram um aumento no grupo NIC Il comparado ao NIC |, seguido por diminuigao
na mediana das amostras no grupo NIC Il e comparada a esse houve um aumento
no grupo cancer. O teste estatistico de Kruskal-Wallis foi aplicado, porém nenhuma
diferenca significante na expressédo de E5 ao longo das lesbes foi encontrada (p =
0,4512) (Figura 14). A comparagao dois-a-dois, pelo pos-teste de Dunn, também né&o

revelou significancia estatistica.
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Figura 14. Expresséao relativa de E5 do HPV 31 ao longo da carcinogénese cervical- Grafico
expondo a expresséo relativa de E5 do HPV 31 entre as diferentes condi¢bes do tecido cervical, onde
nao foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos amostrais na avaliagdo pelos testes de
Kruskal-Wallis e Dunn.

O HPV 16 foi detectado em 37 amostras e o RNAm de E5 foi detectado em 30
destas amostras (Figura 15). Foi encontrada diferenga na expressédo de E5 do HPV
16 entre os grupos NIC | x NIC Ill ( p< 0,01) e NIC | x Céancer (p<0,05) porém
nenhuma significancia foi encontrada entre os grupos NIC | x NIC Il (mostrando um

perfil similar), NIC Il x NIC 1ll, NIC 1l x Cancer e NIC Ill x Cancer.
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Figura 15. Expressao relativa de E5 do HPV 16 ao longo da carcinogénese cervical- Grafico
expondo a expressao relativa de E5 do HPV 16 entre as diferentes condi¢gbes do tecido cervical. O
teste de Kruskal-Wallis mostrou uma diferenga significativa na expressao de E5 entre os grupos (p =
0,0041). O pos-teste de Dunn mostrou as respectivas diferencas estatisticas entre os grupos
marcados: * p< 0,05; ** p< 0,01.

5.5. Correlagao entre os perfis de expressdo do miR-203 e do oncogeneE5

O teste de Spearman foi aplicado para avaliar uma possivel correlagao entre os

perfis de expressao apresentados por ambos os alvos.

Para os HPVs 18, 33 e 58 devido ao baixo numero de amostras positivas para

E5, nenhum estudo de associacao pbde ser realizado.

A prevaléncia do HPV 31 permitiu a analise de correlagcdo de E5 com o miR-
203 nos estagios NIC II, NIC Ill e cancer, mostrando uma tendéncia a correlagao
positiva em amostras de cancer, poréem nenhuma correlagdo estatisticamente

significante foi encontrada (Tabela 7).
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Tabela 7. Valores do coeficiente de correlagao entre os perfis de expressao de E5 do HPV 31 e
do miR-203 nos grupos amostrais pelo teste de Spearman. Nao foi encontrado valor de p

< 0,05.

E5 RNAm NIC 1l

E5 RNAm NIC Il

E5 RNAm Cancer

miR-203 NIC II

0,500

miR-203 NIC llI

0,500

miR-203 Cancer

0,800

O HPV 16 nao apresentou correlagao estatisticamente significante entre E5 e o

miR-203 nas amostras (NIC I, NIC I, NIC Ill e céncer), entretanto o coeficiente de

correlagéo foi negativo em amostras NIC | e fracamente negativo em amostras NIC

I, forte positivo nos grupos NIC Il e fraco positivo no cancer (tabela 8).

Tabela 8. Valores do coeficiente de correlagido entre os perfis de expressao de E5 do HPV 16 e
do miR-203 nos grupos amostrais pelo teste de Spearman. Nao foi encontrado valor de p

< 0,05.
E5 RNAm NIC | E5 RNAm NIC Il E5 RNAm NIC Il E5 RNAm Céncer
miR-203 NIC | -0,4285714
miR-203 NIC II 0,700
miR-203 NIC Il -0,0958101
MiR-203 Céancer 0,08571429

6. Discussao

6.1. Expressao domiR-203

O miR-203 é responsavel pela regulagdo de varios genes envolvidos no ciclo

celular, proliferagéo, diferenciagcdo e apoptose (Esquela-Kerscher A., Slack F. J.,

2006). Por ser um microRNA especifico de células epiteliais (Sonkoly E. et al., 2007)
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tem um papel importante no desenvolvimento do epitélio estratificado e se encontra
em niveis aumentados quanto maior foi o grau de diferenciagdo dos queratinécitos
(McKenna, J.D. et al. 2010). Estudos reportaram que a expressdao do miR-203 inibe
a proliferacéo celular, tanto in vitro (Lena, A.M.R. et al., 2008; McKenna, J.D. et al.,
2010; Wilting, S.M. et al., 2013) como in vivo (Yi et al., 2008) e é reconhecido como
essencial no controle dos niveis de diferenciagdo dos queratindcitos pela regulagao
da expressao de genes (Truong and Khavari, 2007; Melar-New and Laimins, 2010;
McKenna, J.D. et al. 2010).

O perfil alterado do miR-203 nos diversos processos carcinogénicos (Tabela 9)
e sua estreita relacdo com queratinécitos mostra a importancia de avaliar seu papel
no cancer cervical assim como sua possivel utilizagdo no diagndstico, progndstico e

terapias.

Alguns estudos avaliaram o perfil de expressdo do miR-203 em linhagens
celulares, tanto de carcinoma quanto de lesGes pré-cancerosas, € encontraram
niveis de expressao diminuidos em relagao ao tecido normal (Greco, D. et al., 2012;
Jiménez-Wences, H. et al.,2014; Melar-New and Laimins, 2010). Nossos resultados
concordam com os achados in vitro, mostrando uma diminuicdo dos niveis de
expressao do miR-203 no cancer quando comparado com tecido normal (p<0,05).
Além de pesquisas in vitro, estudos com amostras clinicas foram realizados e
mostraram divergéncias quanto ao perfil de expressao deste microRNA (Jiménez-
Wences, H. et al.,2014). Varios trabalhos encontraram o miR-203 com menor
expressao no cancer, em relacao a tecidos normais (Lee, J.W. et al., 2008; Pereira,
P.M. et al.,, 2010;), enquanto Gocze, K. et al. (2013), Witten, D. et al. (2010) e

Muralidhar, B. et al (2007) apontaram que o miR-203 encontra-se super expresso no

cancer cervical (Tabela 10).



Tabela 9. Perfil de expressdao do miR-203 nos diferentes tipos de cancer.
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Expressao do miR-203 Aumentado | Diminuido Referéncias
Cancer cervical X Lee, J.W. et al. (2008)
Cancer endometrial X Chung, T.K. et al. (2009)
Carcinoma escamoso de cabega e pescogo X Yuan Y. et al.
(2011)
Cancer esofageal X Zhang F.et al. (2014)
Cancer de préstata X Viticchie™ G. et al. (2011)
Carcinoma de laringe X Bian K. et al. (2012)
Linfoma gastrico de células B X Craig V.J. et al.(2011)
Processos malignos hematopoiéticos X Bueno M.J. et al. (2008)
Cancer de colon X Li J. etal. (2011)
Melanoma X Noguchi S. et al. (2012)
Adenocarcinoma pancreatico X Ikenaga N. et al. (2010).




Tabela 10. Perfil de expressao do miR-203 no cancer cervical.
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Referencia Perfil de Tipo de amostra Condigoes das amostras
expressao miR-
203
Wilting, S.M. et al. Diminuido Linhagem celular e Cancer; Normal, HSIL e
(2013) amostras clinicas cancer
Lee, JW. et al. Diminuido Amostras clinicas Cancer e Normal
(2008)
Wang, X. et al. Diminuido Linhagem celular; Cultura Cancer e normal;
(2008) de queratindcitos; Queratinécitos primarios;
Amostras clinicas. Normal e cancer
Muralidhar,B. et al. Aumentado Linhagem celular; Cancer e normal; cancer e
(2007) Amostras clinicas normal
Cheung, T.H. et al. Diminuido Amostras clinicas Cancer, HSIL e Normal
(2012)
Pereira, P.M. et al. Diminuido Amostras clinicas Cancer, LSIL, HSIL e Normal
(2010)
Zhao, S. et al. Diminuido Amostras clinicas Cancer e Normal
(2013)
Zhu, X. et al. Diminuido Linhagem celular; Cancer e normal; Cancer e
(2013) Amostras clinicas Normal
Gocze, K. et al. Aumentado Amostras clinicas Cancer e Normal
(2013)
Ma, D. et al (2012) Diminuido Amostras clinicas Cancer e lesbes
ginecoldgicas benignas
Melar-New e Diminuido Cultura de queratindcitos | Normal e infectado com HPV
Laminins (2010) 31
Martinez, |. et al. Diminuido Linhagem celular; Cancer, HPV 16 e 18
(2008) amostras clinicas. positivas; amostras clinicas
de neoplasia cervical pré-
invasiva

A divergéncia de resultados entre o nosso estudo e outros trabalhos quanto ao

perfil de expressdao do miR-203 pode ser, entre outros fatores, devido

normalizagdo dos dados que é feito através dos genes de referéncia. Leitao,

a
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Md.C.G. et al. (2014) mostrou que o perfil de expressao pode mudar de acordo com
quais e quantos genes de referéncia sao utilizados, e que pelo menos dois,
apontados como mais estaveis, devem ser obtidos para uma normalizacao
adequada. Os trabalhos anteriores utilizaram apenas um gene de referéncia para a
normalizagao do dados.

Além da normalizacéao, fatores como variabilidade entre populacdes, diferentes
plataformas e métodos de processamento das amostras, bem como analise dos
dados, podem estar relacionados com os diferentes achados a respeito da
expressao do miR-203 (Rao Q. et al., 2012; Pereira, P.M. etal.,2010).

Apesar da diminuigdo da expressao do miR-203, foi visto um aumento dos
niveis de expressao relativa em NIC 2 em relacdo a NIC |, porém ndo houve
diferenga significativa. Este mesmo perfil foi observado por Leitdo, Md.C.G. et al.
(2014) que também avaliou 0 miR-203 em amostras clinicas nas diversas condi¢oes
(Normal, NIC 1, NIC 2, NIC 3 e cancer). Os trabalhos publicados até o momento, que
utilizaram amostras clinicas, ndo avaliaram as lesées NIC |l ou quando avaliaram
nao o fizeram separadamente, sempre unindo NIC Il e NIC Ill como lesdo de alto
grau, impossibilitando a avaliacdo da expressao do miR-203 em cada etapa da
carcinogénese.

Pela dificuldade existente de diferenciar com preciséo lesées NIC Il de NIC llI,
através dos métodos de rastreio e diagnostico atuais, a analise destas lesdes
separadamente torna-se complexa e por isto € importante avaliar a expresséo de
genes que sejam eficazes nesse aspecto. O aumento de expressdo em amostras
NIC Il e a diminuicdo de expressao gradativa nas amostras de NIC Ill e cancer
sugere a possibilidade de usar o miR-203 para separagao de cada tipo de leséo e

fornecer informacgdes sobre a severidade e progressao da doenga. Outros trabalhos
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também encontraram o perfil do miR-203 diminuido em lesbes de alto grau (Cheung,
T.H. et al., 2012; Pereira, P.M. et al., 2010) assim como no cancer, fornecendo
suporte a essa teoria.

A respeito dos niveis de expressao diminuidos do miR-203 no cancer, varias
hipéteses séo levantadas como justificativa. Wilting, S.M. et al. (2013) mostrou em
amostras clinicas e em linhagens celulares (SiHa e Hela) que, tanto em lesées NIC
[l como no cancer, houve um aumento nos niveis de metilacdo e associaram
indiretamente com a diminui¢cado de expressdo do miR-203. Botezatu, A. et al. (2011)
também encontrou padrdes de metilagdo no miR-203, porém n&o avaliou a
expressao desse microRNA. O miR-203 esta localizado em ilhas CpG que
favorecem a hipermetilagdo do DNA e silenciamento génico, tornando comum a
alteracao do miR-203 no céancer cervical (Sato, F. et al., 2011; Zheng, Z.M. et al.,
2011; Saavedra, K.P. et al., 2012), e em grande parte essa alteracdo é devido a
presenga do HPV (Wang, X. et al., 2008; Li, J. et al.,2010; Botezatu, A. et al., 2011;
Yao, T. etal., 2013).

Em trabalhos anteriores foi demonstrado que oncogenes do HPV 16 sao
capazes de regular enzimas de mecanismos epigenéticos importantes (Jimenez-
Wences, H. et al., (2014), como por exemplo DNA metiltransferases que modificam a
expressao do gene da proteina p53 e microRNAs (Au Yeung, C.L. et al., 2010;
Wilting, S.M. et al., 2010; Leonard, S.M. et al., 2012; Chaiwongkot, A. et al., 2013).

Essas variagbes causam a transformagao celular e levam a formacao do cancer.

Em concordéancia, Greco, D. et al. (2012) encontrou que em células HaCat
expressando a oncoproteina E5 do HPV 16 os niveis de miR-203 s&o mais baixos
quando comparado a células que ndo estavam expressando essa oncoproteina

(Tabela 11). Ja Melar-New and Laimins (2010) apresentaram em seu trabalho que a
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acao da oncoproteina E7 impede a ativagao da transcricdo do miR-203 através da
via do MAPK/PKC, inibindo fatores de transcricdo, além de sugerirem que esse
microRNA esta relacionado com a amplificagdo do genoma do HPV e, por isso,

estaria com sua expressao diminuida nocancer.

Ainda apoiando o envolvimento de oncogenes do HPV na alteragdo da
expressdo do miR-203, McKenna, J.D. et al. (2010) revelou que em cultura de
queratinécitos a diminuicdo do miR-203 no cancer foi devido a degradagao de p53,
realizada pela oncoproteina E6 do HPV 16, causando danos no DNA e desequilibrio
da proliferagdo e diferenciagdo. Estudos prévios mostraram que p53 regulou a
expressao do miR-203 em mama e colén (Brosh, R et al., 2008; Suzuki, H. I. et al.,
2009) tornando plausivel que 0 mesmo possa ocorrer no tecido cervical.

Na maioria das hipéteses sugeridas, o HPV é o principal fator modificador da
expressao do miR-203. Para que a célula infectada permaneca em proliferagao e
nao entre em estado de diferenciacdo e apoptose, € necessaria a inibicdo do miR-
203, ja que este miR impede a amplificagdo e a manutengcéo a longo prazo do
genoma do HPV. Com inibigdo do miR-203 ocorre um aumento dos niveis dos seus
alvos, incluindo o ANp63, que é responsavel pela proliferacdo dos queratindcitos
(Melar-New and Laimins, 2010), e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
envolvido na angiogénese e crescimento tumoral (Zhu, X et al., 2013). Com isso a

inibicdo do miR-203 fornece um ambiente ideal para progressao dadoencga.
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Tabela 11. Hipoteses sobre a diminuigao do perfil de expressao do mir-203 no cancer cervical.

Possiveis causas da diminuigdo dos niveis de miR-203 de Referéncias
acordo com a progressao das lesoes
Regulagéo por E7 Melar-New and Laimins. (2010)
Regulagéo por E5 Greco, D. et al. (2011)
Mudangas epigenéticas devido a carcinogénese e infecgéo por Botezatu, A. etal. (2011);
HPV de alto risco Yao, T. et al. (2013); Jiménez-
Wences, H. et al. (2014)
Regulagao por E6
McKenna, J.D. et a. (2010)

Apesar das varias hipoteses e sugestbes, os mecanismos, vias e moléculas
envolvidas na alteracdo do miR-203 ainda sao questdes que necessitam de maiores

estudos, principalmente in vivo.

6.2. Expressao do oncogeneE5

Todas as oncoproteinas do HPV apresentam papeis importantes na formacgao
do cancer cervical, entretanto a oncoproteina E5 requer, ainda, uma maior atencao
devido ao pouco que sabemos sobre seus mecanismos e vias de atuacdo. Estudos
trouxeram evidencias que E5 atua na proliferagao, migragao e invasao de células in
vitro, além de acelerar o crescimento tumoral in vivo (Liao, S. et al., 2013), porém
poucos estudos avaliaram sua expressao em lesdes pré-neoplasicas (LSIL e HSIL) e
nenhum, até o nosso conhecimento, estudou o perfil de E5 em cada etapa da

carcinogénese, separadamente (NIC I, NIC Il, NIC Il e cancer).

Além disso, devido a maior prevaléncia mundial do HPV 16, os estudos avaliam
esse HPV com maior frequéncia, porém raramente incluem em estudos outros HPVs
de alto risco que em nossa populacao, principalmente, sdo também encontrados.

Em muitos paises o HPV 16 € seguido em prevaléncia pelo HPV 18, masem
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Pernambuco a ordem de prevaléncia encontrada em nosso trabalho e por Gurgel,
A.P. et al. (2015) foi HPV 16 seguido pelo HPV 31, HPV 58, HPV 33 e HPV 18.

Por causa do baixo numero de amostras em que foi possivel obter a expressao
de E5 dos HPV 18, HPV 33 e HPV 58, pouco podemos inferir sobre esses HPVs e
mais estudos sdo necessarios para maiores esclarecimentos. Apesar disso, foi
possivel observar que os HPVs de alto risco oncogénico, 18 e 33, s6 foram
encontrados sem a presenga dos outros HPVs (16, 31 ou 58) em 1 amostra, cada.

Na Suica um estudo avaliou mulheres Africanas e revelaram que a presenca
de co-infeccdo dos HPVs 16 e 18 tinham uma probabilidade 4 vezes maior de
desenvolver lesdes de alto grau NIC 2 (Catarino R. et al., 2016). Outros estudos
também ja verificaram que a presengca de co-infeccdo aumenta o risco de
desenvolvimento do cancer cervical (Trottier, H. et al., 2006) assim como a
associacdo de HPVs de alto risco aumenta a chance de infeccdo persistente
(Nielson, C.M. et al., 2009).

E5 do HPV 33 mostrou uma amostra NIC I[ll com expressdo maior que a
amostra NIC | e o HPV 18 apresentou a expressao de E5 mais baixa na amostra de
cancer que na amostra de NIC Il. O HPV 58, presente em 17 amostras, apesar de
apresentar um numero consideravel de amostras positivas s6 apresentou 6
amostras expressando E5, das quais 5 foram amostras NIC Il com maior nivel de
expressao que a unica amostra do grupo NIC I, mas nenhuma avaliagcao estatistica

pOde ser realizada e nao ha relatos anteriores naliteratura.

E5 do HPV 31 pbde ser avaliado em 11 amostras que eram positivas para este
HPV e mostrou um perfil de expressado que possuiu similaridades com os HPV 18,
33 e 58. Amostras do grupo NIC Il mostraram a mediana dos niveis de expresséao de

E5 elevados comparada a amostra positiva para NIC |, com diminuicdo da mediana
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de expressao de amostras NIC Il para NIC Ill e aumento de expressao no cancer
comparado a amostras NIC Ill. Talvez com um aumento no numero que biopsias, os
HPVs 18, 33, 58 e 31 os perfis de expressdo do oncogene ES5 possam ser melhor
delimitados para melhor avaliagio.

Como ja citado, o HPV 16 € o mais prevalente em varios lugares no mundo
(Kiani, S. J., et al., 2015; Rogovskaya, S. I. et al., 2013; Lu-lu, S. et al., 2012) e, com
isso, € o HPV de alto risco oncogénico mais estudado. Ja foi estabelecido na
literatura que para a formagéo do cancer cervical ocorre a integragdo do genoma do
HPV no genoma hospedeiro, formando a infecgao persistente e acarretado em perda
ou diminuicdo da expressao de alguns oncogenes virais como E2 e E5 (Muto, V. et
al., 2011). Entretanto, mesmo com a integragao viral, alguns niveis de E5 ainda
podem ser obtidos de forma epissomal ou devido a genomas de HPV 16 que foram
capazes de se integrar completamente no genoma hospedeiro, sem perdas (Chang,
J.L. et al., 2001; Van Tine, B.A. et al., 2004; Hafner, N. et al., 2008), e estes
resultados suportam nossos dados onde E5 do HPV 16, ndo sé apresentou
expressao em amostras de cancer, como também possuiu niveis maiores do que

amostras NIC |.

E5 do HPV 16 mostrou um aumento de expressao de NIC | para NIC I, mas
sem diferenca estatisticamente significante, seguido por um aumento de NIC Il para
NIC lll e perfis semelhantes de NIC Ill para o cancer, sem diferenca estatistica
encontrada. Quando comparados NIC Ill e cancer com amostras NIC | diferengas
significativas foram visualizadas (p <0,01 e p<0,05, respectivamente). Os diferentes
niveis de expressao de E5 do HPV 16 entre as lesées NIC Il e NIC lll, consideradas
lesdes de alto grau — HSIL — e normalmente avaliadas juntas, e a maior similaridade

nos niveis de expressao de E5 das amostras de NIC Il com amostras NIC |, do que
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com NIC Ill, sugerem que lesdes NIC Il e NIC Il possuem padrdes moleculares
diferentes.

Dois estudos avaliaram a expressao de E5 do HPV 16 em lesdes LSIL e HSIL
utilizando amostras citologicas, e encontraram um perfil de expressdo com grande
variabilidade (alguns acima e outros abaixo do controle positivo) em amostras LSIL e
um perfil diminuido em relagdo ao controle positivo em amostras HSIL (French, D. et
al., 2013; Lorenzo, L. et al., 2011), esses resultados foram atribuidos a variagao na
distribuicdo de genomas virais integrados e epissomais. Em nossos resultados o
perfil de expressdo de E5 no cancer apresentou uma maior variabilidade nas
amostras, o que pode ser devido a essa distribuicdo na integragdo do genoma do

HPV 16.

6.3. Correlagao do perfil de expressao do oncogene E5 e do miR-203

Baseado no estudo de Greco, D. et al. (2011) que relatou a regulagdo negativa
do miR-203 em células HaCat transfectadas com E5 do HPV 16, o presente trabalho
objetivou a avaliagdo dessa possivel interagcdo em amostras clinicas. Tanto o HPV
31 quanto o HPV 16 obtiveram amostras suficientes expressando o oncogene E5

para a avaliacado da correlagao entre os perfis de expressao.

Foi possivel verificar que no cancer o miR-203 apresenta niveis diminuidos de
expressao e que nestas mesmas amostras o oncogene E5 do HPV 31 esta sendo
expresso. Porém, o esperado era que existisse uma relacdo negativa entre esses
alvos onde quando ES estivesse aumentado o miR-203 estivesse diminuido e vice-

versa. Entretanto o que foi observado foi um coeficiente de correlagao positivo tanto
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em NIC Il (r = 0,5) como em NIC Ill (r = 0,5) e céncer, e nesta ultima lesdo
apresentou um forte coeficiente positivo (r = 0,8) mesmo sem nenhuma significancia
estatistica. A correlacido nao pbéde ser avaliada em lesées NIC | dado o numero de

amostras positivas para E5 do HPV 31.

Assim como para E5 do HPV 31, E5 do HPV 16 também foi avaliado quanto a
possivel correlacdo com os niveis do miR-203 e novamente, assim como no padrao
de expressao de E5, este HPV se comportou de forma diferente dos demais, o que
pode justificar a sua alta prevaléncia e risco de oncogenicidade. Nenhuma
correlagao foi encontrada, porém em amostras NIC | observa-se um coeficiente
negativo (r = -0,4285714) indicando que enquanto o miR-203 esta aumentado o
RNAmM de E5 do HPV 16 estd diminuido. J& em NIC Il existe um coeficiente
fortemente positivo (r = 0,700) mostrando que ambos aumentam suas expressoes
em conjunto. Ja em NIC Ill e cancer os coeficientes tendem a zero (r = -0,0958101 e
r = 0,08571429, respectivamente), mas ainda em NIC Il os niveis de E5 estao
aumentando e o miR-203 diminuindo e, no cancer, mesmo com coeficiente
fracamente positivo sua tendéncia seria para uma correlagdo negativa dado ao pefil

de expressao apresentado porambos.

Em nenhuma das analises foi encontrado significancia estatistica. Esse fato
pode ser explicado pela quantidade vasta de moléculas que interagem no
microambiente celular e que podem ser alteradas por E5. Existem possiveis vias
pelas quais E5 pode atuar e indiretamente alterar a expressao do miR-203, como a
ativacao de metilagéo e inibigdo da expressdo do miR-203 (Botezatu, A. et al., 2011;
Jiménez-Wences, H. et al.,2014), alteracdo da biogénese deste microRNA a nivel

pos-transcricional através do sistema DROSHA/DICER (Davis-Dusenbery B.N. and
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Hata A. 2010) ou também ativagcédo da via AKT/PI3K que € um alvo direto do miR-
203 (yu, H. et al., 2012; Qian, K. et al., 2013), além de possiveis outros mecanismos

ainda ndao bem elucidados.

7. Conclusoes

Nossos resultados mostram congruéncia com outros casos reportados na
literatura, que apresentam o perfil de expressdo do miR-203 reduzido no cancer em

comparacao com o controle normal.

Assim como o miR-203, a expressdo do oncogene E5 também mostrou
expressdes diferenciadas entre os HPVs 18, 33, 31 e 58, e o HPV 16, mostrando
uma maior prevaléncia de expressdo neste ultimo HPV, e niveis de expressao
aumentando gradativamente, que foi ao contrario do esperado pela literatura, das
amostras NIC | para NIC II, NIC lll e cancer. Também foi possivel visualizar que E5
do HPV 16 tem expressao diferenciada em lesdes de alto grau, NIC Ill, e que assim
como o miR-203, com maiores avaliagbes e um maior numero amostras, podem ser
fortes candidatos na identificacao de lesdes cervicais.

Mesmo n&o sendo encontrado correlagao entre os perfis de expressao do miR-

203 e do oncogene E5, ndo ¢é ideal descartar a acdo dessa oncoproteina na

expressao do miR-203, mesmo que de forma indireta.
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9. Apéndice

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
UNIVERSIDADE FEDERAL DEPERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA

TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido a Sr. a para participar, como voluntaria, da pesquisa “Caracterizagdo do perfil de
expressdo molecular associado a infec¢ao pelo papilomavirus humano: identificagcdo de
novos marcadores moleculares e alvos terapéuticos”.

Apos ser esclarecido (a) sobre as informacgdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra
€ do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado (a) de forma
alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, Sla 4 -
Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.. 2126.8588 - e-mail:
cepccs@ufpe.br).

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: CARA:CTERIZAQAO DO PERFIL DE EXPRESSAO MOLECULAR
ASSOCIADO A INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO: IDENTIFICACAO DE
NOVOS MARCADORES MOLECULARES E ALVOS TERAPEUTICOS.

Pesquisador Responsavel: Pro. Dr. Antonio Carlos de Freitas
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Endereco/Telefone/e-mail para contato (inclusive ligacdes a cobrar):

Av.Prof. Moraes Rego, s/n — Laboratério de Estudos Moleculares e Terapia Experimental
(LEMTE), Departamento de Genética, Universidade Federal de Pernambuco , CEP 50670-
901, Fone: 2126-8520, e-mail: acf_ufpe@yahoo.com.br

Pesquisadores participantes:
e Eliane Campos Coimbra

e Maria da Conceigao Gomes Leitao

Telefones para contato: 2126-8520

OBJETIVOS: Avaliar o perfil de moléculas envolvidas no processo da carcinogénese
cervical para a identificagdo de novos biomarcadores para diagndstico, prognéstico e
tratamento do cancer.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Se concordar em participar da pesquisa, vocé
respondera a um questionario (perguntas para marcar um “x”) sobre alguns habitos de vida,
que podem facilitar a infeccao pelo HPV e o aparecimento de lesbes no colo do Utero. Nesse
questionario ndo havera o seu nome, e todas as informagdes que vocé der serdo mantidas
em sigilo (segredo), ou seja, s6 terdo acesso a essas informagdes os pesquisadores
envolvidos na pesquisa. Além disso, vocé permitira a utilizacdo, de uma amostra da biopsia
e do sangue, que ja serdo coletados de vocé como parte da rotina de exames para a
prevencdo do cancer cervical. Nos utilizaremos uma parte das amostras de sangue e
biopsia para desenvolver o nosso estudo que tem como objetivo, encontrar uma melhor
forma de prevencéo e tratamento do cancer cervical.

RISCOS E DESCONFORTOS: A paciente pode se sentir constrangida em responder ao
questionario referente aos fatores de risco para desenvolvimento do cancer cervical. Os
pesquisadores envolvidos na aplicagdo do questionario explicardo primeiramente do que se
trata o projeto e a importancia da colaboracdo da paciente para o estudo, deixando-a a
vontade para decidir se deseja ou nao fazer parte do estudo, de forma a minimizar esse
desconforto. O risco na coleta de sangue ou biopsia é proveniente do préprio procedimento
de rotina para prevencao do cancer cervical, ndo estando relacionado ao presente projeto
de pesquisa. Na coleta de sangue a paciente podera sentir um desconforto, como ardor
durante a picada com a agulha e também pode aparecer um hematoma no local onde foi
realizada a coleta (mancha azulada que desaparece em poucos dias. geralmente ndo ha
complicacdes.), mas caso ocorra algum desses sintomas o profissional responsavel ira tratar
de forma adequada. Em relacao a coleta da biopsia a paciente pode sentir um desconforto
no local em que sera retirada a biopsia, mas caso ocorra 0 médico ira realizar o tratamento
adequado.

BENEFICIOS: Sera possivel retribuir a colaboragdo voluntaria das pacientes, com a
deteccgéo e identificagao dos tipos de HPVs de alto risco mais prevalentes na nossa regiéo,
presente nas amostras coletadas, auxiliando no diagndstico preventivo do cancer cervical.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: N&o havera nenhum gasto com sua
participacdo. As consultas, exames, tratamentos serdo totalmente gratuitos, ndo recebendo
nenhuma cobranca com o0 que sera realizado. Vocé também n&o recebera nenhum
pagamento com a sua participacdo. Vocé pode retirar o consentimento a qualquer tempo,
sem qualquer prejuizo da continuidade do acompanhamento/ tratamento usual.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Todos os dados referentes a presente pesquisa
serdo armazenados no servidor da plataforma de genémica e expresséo génica do Centro


mailto:acf_ufpe@yahoo.com.br

64

de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco, sob responsabilidade do
Prof. Antonio Carlos de Freitas, com acesso restrito aos pesquisadores, durante o periodo
de vigéncia do projeto.

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/CPF/ , abaixo assinado,
concordo em participar do estudo, como sujeito. Fui
devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a)

sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos,
assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a
qualquer penalidade ou interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do
sujeito em participar.

02 testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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10. Anexol

Expression profile of MicroRNA-203 and its ANp63 target in cervical
carcinogenesis

Eliane Campos Coimbra®, Maria da Conceicao Gomes Leitao®, Marconi Rego Barros Junior®, Talita
Helena Araujo de OliveiraP, Jacinto da Costa Silva Neto®, Antonio Carlos de Freitas®

a. Biological Sciences Institute (ICB), University of Pernambuco, Brazil. 7

b. Laboratory of Molecular Studies and Experimental Therapy (LEMTE), Department of Genetics,
Center for Biological Sciences, Federal University of Pernambuco, Brazil.

c¢. Molecular and Cytological Research Laboratory, Department of Histology, Federal University of
Pernambuco,

Abstract

Host molecules disturbed by HPV oncoproteins have been shown to be potential
biomarkers of cervical carcinogenesis and represent an alternative or supplementary
aid to cytological testing and HPV detection. The miR-203 and one of its targets, the
ANp63, are known to be host molecules that interact with each other to control the
proliferation and differentiation of keratinocytes, and both, have been found to be
dysregulated in many cancers. With regard to the role of p63 and miR-203 in cervical
carcinoma, this is not well understood yet, and we have thus decided to evaluate the
changes of expression of both in cervical carcinogenesis. Additionally, the expression
levels of both were correlated to test whether ANp63 mMRNA was affected by miR-
203. This was carried out by obtaining gPCR data from 95 cervical biopsies. We
found that miR-203 and ANp63 displayed a similar expression pattern across cervical
tissues and both targets showed statistically significant differences between LSIL x
HSIL; HSIL x Cancer. In conclusion, we have found that the level changes in ANp63
mRNA and miR- 203 in cervical samples have the potential to differentiate the stages
of the cervical carcinogenesis. Additionally, we did not observe an inverse correlation
between ANp63 mMmRNA and miR-203 levels as expected, but instead a positive
correlation in cervical tissues which suggests the possible existence of some indirect
pathways. However, we suggest further studies to clarify the role of ANp63 and miR-
203 in carcinogenesis in order to determine their application in novel strategies for
diagnosis and molecularly targeted therapies.

Key words: ANp63, miR-203, cervical carcinogenesis, qPCR.
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Apresentagdo do Projeto:

O documento intitulado “Caracterizagdo do perfil molecular associado a infec¢do pelo Papilomavirus
Humano:identificagdo de novos marcadores moleculares e alvos terapéuticos” trata-se de projeto de pesquisa
coordenado pelo Dr. Antonio Carlos de Freitas, Professor do Departamento de Genética da UFPE. A infecgdo
pelos papilomavirus humanos (HPVs) é uma das principais DSTs que acomete a populagdo mundial e esta
diretamente relacionada com o desenvolvimento do cancer de colo de uUtero. No Brasil, o cancer cervical
produz uma média de 2,5 6bitos/100.000 individuos. O teste Papanicolaou convencional constitui-se na
principal estratégia utilizada em programas de rastreamento para o controle do cancer do colo do utero.
Porém, este tipo de diagndstico ainda apresenta inconsisténcias na interpretagdo das atipias celulares
correlacionadas a cada tipo de lesdo. Estudos recentes tém tentado esclarecer os varios e complexos
mecanismos envolvidos no cancer cervical, através da expressdo de genes e microRNAs humanos em tecidos
normais e tumorais do colo uterino. As discordadncias nos resultados apresentados até o momento podem estar
relacionadas as diferentes plataformas e métodos utilizados pelos laboratdrios, e a variabilidade apresentadas
entre as amostras do grupo controle usadas como referéncia, o que pode ser devido a variabilidade étnica dos
individuos estudados. No Brasil, em especial na regido nordeste ainda ndo foi realizado nenhum estudo
referente a caracterizagdo da expressao de genes, nem de microRNAs, como também da correlagdao de ambos
na carcinogénese cervical. Neste sentido, este projeto tem como objetivo avaliar o perfil de expressdo
molecular no processo da carcinogénese cervical, para a identificagdo de novos biomarcadores para o
diagndstico, progndstico e tratamento docancer.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario

Avaliar o perfil de expressao molecular no processo da carcinogénese cervical para a identificagdo de novos
biomarcadores para diagndstico, progndstico e tratamento do cancer.

Objetivos secundarios

Identificar moléculas diferencialmente expressas em amostras normais, NICI, NICII, NICIII e carcinoma cervical;
Validar as moléculas identificadas;

Indicar potenciais biomarcadores para o diagndstico, progndstico e alvos terapéuticos;

Apontar novas metodologias diagndsticas, progndsticas e terapéuticas utilizando os biomarcadores.
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios estdo bem definidos

Riscos:A paciente pode se sentir constrangida em responder ao questionario referente aos fatores de risco para
desenvolvimento do cancer cervical. Os pesquisadores envolvidos na aplicagdo do questiondrio explicardo
primeiramente do que se trata o projeto e a importancia da colaboragdo da paciente para o estudo, deixando-a
a vontade para decidir se deseja ou nao fazer parte do estudo, de forma a minimizar esse desconforto. O risco
na coleta de sangue ou biopsia é proveniente do préprio procedimento de rotina para prevengdo do cancer
cervical, ndo estando relacionado ao presente projeto de pesquisa. Na coleta de sangue a paciente poderd
sentir um desconforto, como ardor durante a picada com a agulha e também pode aparecer um hematoma no
local onde foi realizada a coleta (mancha azulada que desaparece em poucos dias. geralmente ndo ha
complicagGes.), mas casocorra algum desses sintomas o profissional responsavel ira tratar de forma adequada.
Em relacdo a coleta da biopsia a paciente pode sentir um desconforto no local em que sera retirada a biopsia,
mas caso ocorra o médico ird realizar o tratamento adequado.

Beneficios:Sera possivel retribuir a colaboracdo das pacientes, com a detecc¢do e identificacdo dos tipos de
HPVs de alto risco mais prevalentes na nossa regido, presente nas amostras coletadas, auxiliando no
diagndstico preventivo do cancercervical.

Comentarios e Consideracgdes sobre a Pesquisa:

O Presente projeto é um estudo de coorte transversal e prospectivo, no qual serdo obtido amostras clinicas de
600 pacientes: Serdo utilizadas amostras de bidpsias, conizacdo cervical e sangue de pacientes apresentando os
varios graus da neoplasia cervical (NIC |, Il, lll) e o carcinoma. Serdo incluidas no estudo amostras controles do
tecido cervical normal. Todas as amostras clinicas serdo coletadas em RNAlater (Ambion, Austin, EUA;
Cat:AM7021) e armazenadas em freezer a -80 C2. Detec¢do e genotipagem do HPV: o DNA das amostras sera
extraido utilizando-se o GenomicPrep Blood DNA isolation kit (Amersham Bioscience) de acordo com as
instrugdes do fabricante. A deteccdo do DNA dos tipos de HPV e genotipagem serdo efetuadas por PCR. A
Anadlise da expressdo dos genes nas amostras clinicas sera realizada através das seguintes etapas: Extra¢do de
RNA total, e Microarray para obtencdo do cDNA e realizacdo da RT-PCR e producdo do cRNA que sera
purificado e quantificado em NanoDrop Spectrophotometer (NanoDrop Technologies). Validacdo da expressao
dos genes por PCR quantitativa em tempo real (gRT-PCR). Os critérios de inclusdo e exclusdo e estdo
adequadamente descritos. O cronograma é compativel com os objetivos da pesquisa.

ConsideracGes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
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Foram anexadas as cartas de anuéncia do chefe do Ambulatério da Mulher do Instituto de Medicina Integral
Fernando Figueira (IMIP) e do chefe do servico de Ginecologia do HC e do diretor de Pesquisa, Ensino e
Extensdo do Hospital das Clinicas. O or¢amento é fomentado por projeto aprovado pela Capes, de acordo com
documento anexo. Foram anexados os TCLE para adultos e menores.

Recomendagdes:

ndo ha recomendagdes

ConclusGes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O trabalho é relevante, traz importante contribui¢do cientifica. Cumpriu com as pendéncias podendo ser
aprovado.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questdo para inicio da coleta de dados.

Projeto foi avaliado e sua APROVACAO definitiva sera dada, por meio de oficio impresso, apds a entrega do
relatério final ao Comité de Etica em Pesquisa/UFPE.



RECIFE, 06 de Agosto de 2012

Assinado por:

GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
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