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RESUMO

O cancer cervical € o quarto cancer feminino mais comum no mundo, sendo
consideravelmente mais frequente nos paises em desenvolvimento. Seu principal
agente etiologico € o hrHPV (papilomavirus humano de alto risco), cuja incidéncia é
cerca de 99%. Entre os hrHPVs mais prevalentes estdo os genotipos 16, 18, 58 e 31,
estes dois ultimos especificamente no Brasil, especialmente no Nordeste. Juntos
causam o o6bito de 5000 mil mulheres ao ano, contribuindo para um grave problema
de saude publica no pais. O exame citolégico de Papanicolau, inserido nos programas
publicos, € o principal método de rastreamento desse tipo de cancer. Entretanto, a
aplicacao deste método, como ele em si, apresenta desvantagens importantes como
limitacBes na cobertura populacional e a falta de sensibilidade no estabelecimento do
diagndstico e da condigdo clinica. Desse modo, a investigacéo e estabelecimento do
perfil de expressdo de moléculas chave durante os estagios intraneoplasicos
contribuird para a determinacdo de um diagndstico e progndéstico mais fidedignos,
possibilitando a execucéo de condutas terapéuticas mais eficazes. Por isso, o objetivo
desse trabalho foi buscar potenciais biomarcadores por meio do perfil de expresséo
do oncogene E5 e alguns de seus genes alvos na célula hospedeira — caveolina-1,
gangliosideo sintase-1 e ciclo-oxigenase-2 (COX-2) — por terem demonstrado, in vitro,
atividades durante o processo carcinogénico cervical. Para isso, foram utilizadas
bidpsias de colo uterino em suas diferentes fases de lesdo e extraidos os acidos
nucleicos a fim de detectar a presenca, o gendtipo viral e a expressdo génica (QPCR)
dos genes citados. Os resultados da expressao do oncogene E5 dos genotipos virais
18 e 33 ndo foram considerados devido a baixa quantidade de amostras cervicais
positivas para ambos. Para o genoétipo 16 observou-se expresséao significativamente
maior do oncogene E5 nas lesdes de NIC | e NIC I, enquanto para o HPV31 houve
uma tendéncia de aumento também no estagio NIC Ill, embora sem significancia
estatistica. Para o HPV58 assim como para o GM1 ndo houve expressao
estatisticamente significante em nenhum estagio. Para a Cav-1 e a COX-2 houve
expresséo significativa nas lesdes de estagio NIC |. Foram vistos correlagdes diretas
estatisticamente significante entre os oncogenes E5 dos HPVs 16 e 58 além de entre
0 E5 do HPV31 e 0 GM1, e 0 E5 do HPV58 e a Cav-1. Os genes alvos (Cav-1, GM1

e COX-2) apresentaram correlagfes diretas significativas entre si. Sendo assim, péde-



se observar que ocorreram diferentes padroes de expressao que podem contribuir
para o estabelecimento do grau histolégico da lesé@o e no diagndstico.

Palavras-chave: Biomarcadores. Caveolina-1. Gangliosideo-1. Ciclo-oxigenase-2.



ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most common female cancer in the world, being
considerably more prevalent in developing countries. Its main etiologic agent is hrHPV
(high-risk human papillomavirus), whose incidence is about 99%. Among the most
prevalent hrHPVs are genotypes 16, 18, 58 and 31, the latter two specifically in Brazil,
especially in the Northeast region. Together they cause the death of 5000 thousand
women a year, contributing to a serious public health problem in the country. Pap
smear, inserted in public programs, is the main method of screening for this type of
cancer. However, the application of this method, as itself, presents important
disadvantages as limitations in the population coverage and the lack of sensitivity in
establishing the diagnosis and the clinical condition. Thus, the investigation and
establishment of the expression profile of key molecules during the intraneoplastic
stages will contribute to the determination of a more reliable diagnosis and prognosis,
allowing the execution of more effective therapeutic conducts. Therefore, the objective
of this work was to search for potential biomarkers by establishing the expression
profile of the E5 oncogene and some of its target genes in the host cell — caveolin-1,
ganglioside synthase-1 and cyclooxygenase-2 (COX-2) - for have demonstrated, in
vitro, activities during the cervical carcinogenic process. For this, uterine cervix
biopsies were used in their different phases of injury and nucleic acids were extracted
in order to detect the presence, the viral genotype, and the gene expression (qPCR)
of the mentioned genes. The results of E5 oncogene expression of viral genotypes 18
and 33 were not considered, due to the low amount of positive cervical samples for
both. For genotype 16, significantly higher expression of the oncogene E5 was
observed in CIN | and CIN IlI lesions, whereas for HPV31 there was a tendency to
increase also in the CIN Il stage, although without statistical significance. For HPV58,
as well as for GM1, there was no statistically significant expression at any stage. For
Cav-1 and COX-2, there was significant expression in CIN | lesions. There were
statistically significant direct correlations between E5 oncogenes of 16 and 58
genotypes, in addition to E5 of HPV31 and GM1, and E5 of HPV58 and Cav-1. As well,
the target genes (Cav-1, GM1 and COX-2) showed significant direct correlations with
each other. Thus, it was observed that different patterns of expression occurred and
may contribute to the establishment of the histological grade and diagnosis.

Keywords: Biomarkers. Caveolin-1. Ganglioside-1. Cyclooxygenase-2.
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1 INTRODUCAO

O cancer cervical € considerado 0 quarto cancer mais comum entre as
mulheres no mundo. Ainda em termos globais, foi estimado, em 2012, cerca de 530
mil novos casos e uma taxa de mortalidade de 7,5%. Verifica-se mais de 270 mil
mortes todo ano, e mais de 85% dessas localizam-se em paises em desenvolvimento
(“Human papillomavirus and cervical cancer”’, 2016) como o Brasil, onde a alta
incidéncia desse cancer o coloca na terceira posi¢cdo entre os mais frequentes. No
pais, este cancer constitui um problema de saude publica grave. No ano de 2013, por
exemplo, 5.430 mortes ocorreram devido a esse cancer no pais. J4 no ano de 2016,
cerca de 16.340 mil novos casos foram relatados, sendo o quarto cancer que mais
levou a 6bitos (“Colo do Utero”, 2017).

O principal agente etiologico dessa doencga é o papilomavirus de alto risco
(hrHPV) (ZUR HAUSEN, 2009), sendo considerado causa fundamental para sua
ocorréncia (CHAN et al.,, 2012). O virus também pode estar presente em outras
regides do organismo como a vulva, vagina, pénis, testiculos, anus, pulmao, mama,
pele, cabeca e pescogo (“HPV and Cancer - National Cancer Institute”, 2015). Os
gendtipos 16 e 18 sdo os mais prevalentes, constituindo cerca de 70% dos casos de
cancer cervical (“Colo do Utero”, 2017). No nordeste do pais, assim como em
Pernambuco, o HPV16 também é o mais prevalente, juntamente com os genétipos 58
e 31 (GURGEL et al., 2015).

No Brasil, o principal método de rastreamento do cancer cervical € o exame
citologico de Papanicolau, realizado entre 21 e 65 anos de idade. Ao fazer este exame
e sendo seu resultado negativo, a paciente deve retornar para o proximo atendimento
em um ano. Ao ser examinada neste periodo e sendo o resultado novamente negativo,
a mesma devera retornar dentro de 3 anos. Por outro lado, caso seja encontrado uma
lesé@o do tipo NIC Il ou Ill, 0 exame colposcopico devera ser realizado juntamente com
0 exame histopatoldgico da regido alterada do colo uterino. Em termos de tratamento,
as lesbes do tipo NIC Il e lll deverdo sofrer destruicdo através da excisdo
eletrocirargica ou por conizagdo, a depender do caso. A histerectomia total é
recomendada quando € encontrado microinvasao e invasao e, nesses casos, também
€ extraido uma bidpsia para andlise histopatologica, sendo a paciente submetida a
uma extensa radio- e quimioterapia (MINISTERIO DA SAUDE - COORDENACAO DE
PREVENCAO E VIGILANCIA, 2016).
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N&o obstante a grande especificidade, o exame citolégico de Papanicolau
relaciona-se com importantes inconvenientes como a baixa cobertura da populacao;
a baixa capacidade progndstica, pois menos de 10% das lesGes com atipias progridem
para condicdes pré-malignas e carcinoma; e a necessidade da presenca de uma
infraestrutura cara e recurso humano especializado e bem treinado. Lesdes
indeterminadas como as classificadas como ASCUS e ASC-H (células escamosas
atipicas de significado indeterminado e que néo pode excluir HSIL, respectivamente),
por exemplo, requerem repeticdo dos exames citologico, histopatolégico e
colposcoépico. Nestes casos, uma frequéncia consideravel de processo inflamatério é
descrita enquanto as lesbes de alto risco ou malignas representam um pequeno
subgrupo.

Esse tipo de exame, portanto, apresenta limitagcdes na capacidade diagndstica
e deteccdo das lesBes precursoras devido a inconsisténcia na interpretacdo das
atipias celulares correlacionadas a cada tipo de lesdo. Isso contribui para a alta taxa
de mortalidade deste cancer (“Colo do Utero”, 2017; DERCHAIN; LONGATTO FILHO;
SYRJANEN, 2005). Alguns paises tém adotado o rastreamento do cancer cervical por
meio da deteccéo do HPV, entretanto, 0 exame apenas indica a presenca ou néo do
virus na lesao, ndo fornecendo com exatidao o estagio em que a infeccéo se encontra,
nem o quanto poderad evoluir clinicamente (DERCHAIN; LONGATTO FILHO;
SYRJANEN, 2005).

Por conseguinte, a investigacéo e estabelecimento do perfil de expressao de
moléculas chave nos diversos estagios intraneoplasicos contribuira para a
determinacdo de um prognostico seguro e eficaz. Além disso, a identificacdo de
potenciais biomarcadores aumentaria a sensibilidade e a especificidade do
diagnéstico e, sendo estes dados suficientemente informativos, contribuiria para
estabelecer a condicao clinica fidedigna da paciente. Como consequéncia, condutas
terapéuticas especificas seriam tracadas para a condicdo especifica de cada
individuo. Ademais, o programa de triagem seria aperfeicoado, aumentando-se sua
acuracia e a taxa de cobertura, melhorar-se-ia a qualidade de vida da paciente e os
custos em atendimento, exames e tratamento.

Sabe-se que a oncoproteina E5 (HPV16) aumenta a expressao da caveolina-
1 (Cav-1) na membrana de células cervicais (MACHADO et al., 2013). Foi observado
que esta proteina contribui para entrada do virus (MACHADO et al., 2013) e sido

considerada uma molécula promotora da proliferacéo celular no cancer cervical (SUN
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et al, 2012). Também foi visto ser importante para a transducdo de sinais dentro da
célula hospedeira, contribuindo para a evasdo viral do sistema imune e para a
carcinogénese (MEDINA et al., 2006; ZHONG et al., 2008).
O gangliosideo-1 (GM-1), por sua vez, contribui juntamente com a cav-1 para
a entrada viral. Foi observada sua detec¢do na superficie das células cervicais que
expressam E5 em fases iniciais da infec¢éo por hrHPV (SUPRYNOWICZ et al., 2008).
Por fim, a COX-2 também sofre interferéncia da oncoproteina E5 (HPV16).
Seu papel na carcinogénese cervical é estabelecido, embora sua associacdo aos
diversos fatores de risco seja ainda variavel. Atua desde a inflamacéo ao processo
apoptoético e angiogénico para induzir a progressdo maligna cervical (DE FREITAS et
al., 2017).
Com base no exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo, o perfil de
expressdo dos genes cav-1, GM1 e COX-2 na carcinogénese cervical e sua
correlagcdo com o perfil de expressao do oncogene viral E5.

1.1 OBJETIVO

1.1.1 Objetivo geral

Investigar o perfil de expressédo do oncogene E5 em diferentes gendtipos de
HPV, e dos genes alvos do hospedeiro como a caveolina-1, o gangliosideo-1 e COX-
2 em bidpsias de lesbes cervicais.

1.1.2 Objetivos especificos

i. Investigar os gendtipos de HPV presentes em amostras cervicais coletadas
em pacientes atendidas em hospitais publicos da cidade do Recife;

ii. Desenhar e validar primers para utilizagao na qPCR,;

iii. Analisar o perfil de expressao dos oncogenes dos diferentes gendtipos de
HPV;

iv. Analisar o perfil de expressdo dos genes caveolina-1, gangliosideo-1 e

COX-2 nas amostras cervicais;
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v. Correlacionar o perfil de expressao dos genes alvos de E5 com o perfil de
expressao dos oncogenes E5 dos diferentes genotipos virais;
vi. ldentificar, a partir da correlacdo com o genotipo viral e expressao dos

genes alvos, possiveis biomarcadores dos diferentes estagios de lesao cervical.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANATOMIA E HISTOLOGIA DO COLO UTERINO

O colo uterino (figura 1) é a porgéo fiboromuscular inferior do Utero, de formato
cilindrico ou conico, de comprimento em torno de 3 a 4 cm e didmetro de 2,5 cm. E
constituido por duas por¢cfes, uma inferior ou vaginal, e outra supravaginal, que se
conecta com a primeira por meio do orificio cervical externo. Por sua vez, a porcao
supravaginal conecta-se ao corpo do utero através do orificio cervical interno. O canal
delimitado pelos orificios cervicais externo e interno € denominado de canal
endocervical e liga a cavidade uterina a vaginal. A regido situada distalmente ao
orificio cervical externo € denominada de ectocérvice enquanto a porcdo mais
proximal de endocérvice. J& todo o volume da parte vaginal (regibes anterior, posterior
e laterais) que abriga o colo uterino é denominado de fundo de saco vaginal
(SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004).

Orificio interno do

colo do atero
Colo

uterino

Canal endocervical

Orificio externo

RE==is T 4
Endocérvice do colo do utero

Ectocérvice Vagina
Fundo de saco vaginal

Figura 1. Representacéo do colo uterino.
Fonte: (PEREIRA, 2017) modificado.

O colo uterino é formado por dois tipos de tecidos que se encontram na
chamada juncdo escamo-colunar (JEC): o tecido escamoso estratificado né&o-
gueratinizado (figura 2) e o tecido colunar (ou glandular) simples. O primeiro é
responsavel por recobrir a ectocérvice e a vagina e possui quatro camadas, enquanto

0 segundo encobre a endocérvice e é formado por uma camada simples de células
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altas e nucleos de coloracdo escura e proximos a membrana basal (SELLORS;
SANKARANARAYANAN, 2004; SILVA NETO, 2012).
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Figura 2. Epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado. As quatro camadas que compdem
esse tecido caracterizam-se por graus de diferenciagdo/maturacdo decrescentes a medida que se
situam mais internamente. Sao as camadas formadas pelas células superficiais (S) — mais maduras
e com maior quantidade de glicogénio —, intermediarias (l), parabasais (PB) e basais (B) — mais
imaturas e com maior atividade mitética —, logo acima da membrana basal. Abaixo estd o estroma.
Fonte: (HOFFMAN et al., 2014)

O tecido colunar ainda recobre uma parte variavel da ectocérvice. E nesta
regido, chamada de zona de transformacdao (figura 3), onde ha a transformacdo em
tecido escamoso (processo chamado de metaplasia escamosa) (HOFFMAN et al.,
2014; SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004).

Epitélio mais
maduro
JEC original

Epitélio menos
maduro

B JEC atual
cervical

Epitélio colunar

\ﬁ— Zona de
transformagao

Epitélio escamoso maduro

Figura 3. Zona de transformacéo e disposicdo histoldgica do colo uterino. O colo uterino é
formado pelo epitélio colunar, que reveste a endocérvice, e que gera o epitélio escamoso. Entre eles
situa-se a regido metaplasica, a zona de transformacéo, delimitada pelas JECs antiga e nova. Esta
regido é onde ocorre quase todas as neoplasias cervicais.

Fonte: (HOFFMAN et al., 2014)



24

2.2 NEOPLASIA NO TRATO GENITAL INFERIOR (TGI)

A neoplasia intraepitelial refere-se as lesdes encontradas no tecido epitelial
escamoso estratificado do colo uterino. Sdo causadas principalmente pela infeccao
pelo HPV, além de possuirem um forte contexto imunolégico. Outras caracteristicas
séo cofatores para a sua ocorréncia, como a idade, comportamentos sexuais (inicio
precoce, multiplicidade de parceiros etc), baixo nivel socioecondmico, tabagismo
(mais evidente para cancer no epitélio escamoso do que no colunar), uso de
contraceptivos, paridade (ndo muito claro) e a falta de exame de rastreamento
(estima-se que metade das mulheres diagnosticadas jamais tenham realizado exame
de rastreamento) (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004).

As lesbes sdo identificadas pelo exame colposcopico e classificadas de
acordo com a analise histolégica das bidpsias extraidas dos locais suspeitos.
Compreende lesGes que apresentam desde displasia® leves com poucas alteracoes
citoplasmaticas e nucleares, até displasia severas e carcinoma in situ, o que nao inclui
invasdo da membrana basal. Quando isto ocorre, a lesdo é chamada de invaséo, o
qual pode ter origem escamosa ou glandular, ou seja, 0 carcinoma escamoso ou
adenocarcinoma respectivamente. O adenocarcinoma ainda pode ser classificado em
adenocarcinoma in situ (AIS) ou somente adenocarcinoma (HOFFMAN et al., 2014).
Em relacdo ao AIS, pode estar associado a NIC (epitélio escamoso) em um a dois
tercos dos casos (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004).

A classificacdo das lesGes neoplasicas intraepiteliais decorre da gravidade da
displasia, considerando a proporc¢éo do epitélio acometido a partir da membrana basal
até a superficie, e ainda da capacidade desta lesdo regredir ou progredir para
carcinoma (tabela 1). Desse modo, em 1968 foi introduzido o termo NIC (neoplasia
intraepitelial cervical) que, a partir dos parametros citados classificava as lesbes em
trés graus: NIC I, Il e lll, sendo o estagio | considerado displasia leve, o Il moderada,
e o Il em displasia grave e carcinoma in situ (CIS) (SELLORS;
SANKARANARAYANAN, 2004).

1. O termo displasia foi criado no final dos anos 1950 para denominar grau de atipia epitelial cervical
intermediario entre o epitélio normal e o carcinoma in situ (SELLORS; SANKARANARAYANAN,
2004).

2. Coilocitos sé@o células atipicas com uma cavitagdo ou auréola perinuclear no citoplasma
indicativas de infeccao pelo HPV (SILVA NETO, 2012).
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Tabela 1. Expectativa de regressao/progressao de lesdes pré-neoplasicas
REGRESSAO PERSISTENCIA PROGRESSAO PROGRESSAO

PARA CIS PARA INVASAO
NIC | 57% 32% 11% 1%
NICII  43% 35% 22% 5%
NIC Il 32% <56% - >12%

Fonte: (HOFFMAN et al., 2014)

Outra terminologia frequentemente utilizada foi introduzida em 1990, e passou
a incluir as atipias provocadas pelo HPV, a coilocitose?, classificando as lesées em
lesBes intraepiteliais escamosas de baixo (LIEBG) ou alto graus (LIEAG). O primeiro
caso inclui alteracfes decorrentes da infeccéo pelo HPV ou proprias do estagio NIC 1.
O segundo inclui alteracfes proprias dos estagios NIC 1l e NIC Ill, sendo as lesbes
que apresentam maior probabilidade de progredirem para carcinoma (SELLORS;
SANKARANARAYANAN, 2004).

Por fim, em 1991, reunindo recomendac@es de dois simpdsios realizados nos
anos de 1988 e 1991, criou-se o sistema Bethesda para descricdo dos resultados da
citologia cervical, os quais também se utiliza para os laudos histopatolégicos. Surgiu
assim, os termos LSIL e HSIL, os quais significam leséo intraepitelial escamosa de
baixo e alto graus, respectivamente. O termo “lesdo” passa a ser utilizado, entao,
como qualquer alteracdo morfolégica, ndo necessariamente indicativa de neoplasia.
Em 2001 o sistema Bethesda foi reavaliado e revisado (SELLORS;
SANKARANARAYANAN, 2004).

Ainda existem os termos ASC-US e ASC-H, os quais significam células
escamosas atipicas (ASC) de significado indeterminado e que néo pode excluir HSIL,
respectivamente (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004). Essas lesbes tém
carater indefinido e, portanto, oferecem uma grande desvantagem aos profissionais
que cuidam daquela paciente, pois ndo se desconhece a condicao clinica da paciente
e, portanto, desconhece-se se a paciente esta estd sendo acometida por alguma

condicao patoldgica grave ou de qualquer outro prognastico.
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2.3 CANCER CERVICAL E DIAGNOSTICO

O cancer cervical ou carcinoma cervical invasivo, decorre da manutencao e
posterior progressao das lesbes pré-neoplasicas, isto €, quando estas lesbes
adquirem a capacidade invasiva. Estas lesdes podem ser classificadas em dois tipos
histoldgicos, o carcinoma de células escamosas e 0s adenocarcinomas, sendo o
primeiro mais comum? (75% dos casos). Estes dois subtipos tornam o cancer cervical
o tumor ginecoldgico mais comum e, diferentemente dos outros, ocorre em uma faixa
de idade mais jovem (HOFFMAN et al., 2014).

Para ocorréncia do cancer cervical, € necessario a existéncia de fatores de
risco. Como descrito anteriormente, as atividades do HPV e sua a¢éo sobre a resposta
imune sdo 0s principais agentes que possibilitam a geracdo das lesGes preé-
neoplasicas, e 0 mesmo acontece para a formacgéo do carcinoma invasivo (BARROS
et al., 2018a, 2018b). Em geral o sistema imune é capaz de destruir as células
infectadas e eliminar o virus. Contudo, em uma pequena porcentagem (cerca de 10%)
de mulheres a infec¢éo progride para o cancer (GONCALVES; DONADI, 2004).

Os oncogenes virais sdo 0s maiores responsaveis pelas interferéncias
provocadas no sistema imune (quadro 1). O E5, por exemplo, é capaz de reduzir o
processamento e apresentacdo antigenos, alternar a producdo de citocinas para o
perfil Th2 (T helper), induzir a expressdo da caveolina-1 e gangliosideo-1 na
membrana plasméatica, estimular a expressdo génica da COX-2 e, indiretamente
aumentar a atividade das células T regulatérias, neutréfilos e macréfagos M2
(BARROS et al., 2018a, 2018b).

3. Embora o carcinoma de células escamosas seja bem mais frequente que os adenocarcinomas,
esta relacdo vem diminuindo ao passar dos anos. Como o primeiro € mais facilmente detectavel
pelos métodos de rastreamento atuais cada vez mais comuns, 0s casos de adenocarcinomas vém
aumentando sua frequéncia em relacdo ao primeiro (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004).
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Quadro 1. Efeitos sobre a respostaimune causados pelos oncogenes virais

ONCOPROTEINA EFEITO MECANISMO DE ACAO
E5 reduz tanto a expressao génica quanto o
Reducéo da transporte para a membrana celular das duas

expressao e

classes de MHC. Esta oncoproteina liga-se a

ES do transporte | cadeia pesada do MHC | e induz a alcalinizagéo
para a do endossomo, complexo de Golgi (CG) e
superficie reticulo endoplasmatico (RE) reduzindo, portanto,
celular do sua presenca na superficie da célula
MHC classes | | Provoca downregulation de moléculas envolvidas

E7 ell no processamento de antigenos como TAP-1 e -

2, LMP-2 e -7 e de componentes do MHC |
Reduzem a atividade das células dendriticas
(DC) por diminuirem a expressédo de CD40, CD80
e CD86 (coativadores das DCs) e aumentarem a
expressdo de CTLA-4, PD-1 e PD-L1 (inibidores

E6 Reduzem a

das DCs)
atividade e ~ . —
o Reduz a expresséo de E-caderina, diminuindo o
guimioatracao .
recrutamento das células de Langerhans no local
das APCs e _ .
da infec¢éo
células NK S
. Reduz o recrutamento das APCs por diminuirem
(natural killer) . ] .
E7 a expressao de moléculas de adesdao como MCP-
1, IL-8, CCL2 e CCL20
Reducéo da expressao de receptores de ativacao
(p.ex. NKG2D) das células NK
7 Modulam a Reduz a expresséo de TLR9 por bloqueio da via

expressao de
Toll-like
receptors
(TLRs)
Interferéncias

em vias de

do fator de transcricdo NF-kB

TLR4 é super expresso em linhagens celulares
de cancer cervical e em amostras pré- e
neoplasicas. Outros TLRs como 03,7 e 8

também foram vistos super expressos em

biépsias de pacientes com cancer cervical
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ES

transducéo de

sinal

E6e EY

ES5 interfere nas vias de transducéo de sinal dos
IFNs e TGF-B inibindo suas acoes
imunoprotetoras e estimulando suas acoes

imunoinibitérias

Inibem a via do NF-kB por bloquearem seu
deslocamento para o nucleo além de diminuirem
sua capacidade transcricional por aumentar a
expressédo de IFDR1 e causarem a protedlise de
IL-18

ES

Modulacéo de

moléculas e do

perfil de

citocinas

Aumenta a expressdo do EGF-R, cav-1 e GM1

na superficie celular

Reducéo dos niveis de TNF-a, IFN I, IFN-y, IL-8,
IL-12, MIP-1a, CXCL12 e aumento de IL-4, IL-9,
IL-10, IL-15 e TGF-f

Referéncia: (BARROS et al., 2018a, 2018b; DE FREITAS et al., 2017)

2.3.1 Classificacado do cancer cervical

O céancer cervical é classificado de acordo com a gravidade apresentada, e

isso depende da sua capacidade de invasdo. Portanto, sdo considerados varios

atributos, como a invasao estromal, do paramétrio, da parede pélvica etc. A tabela 2

a seguir mostra a classificacdo dos varios estagios do cancer cervical levando em

consideracdo essas caracteristicas,

sendo denominada de sistema FIGO

(International Federation of Gynecology and Obstetrics) de estadiamento do cancer

cervical.

Tabela 2. Classificagdo do estadiamento do cancer cervical pelo sistema

FIGO

FIGO
I

ACHADOS PATOLOGICOS

Carcinoma cervical

confinado no colo uterino (deve ser

desconsiderado se ha extenséo para o corpo uterino). O diagndstico



A1

A2

IB1

IB2

A

A1
A2

1B

A

B

vV

IVA
VB

dos estadios IA1 e IA2 deve ser baseado no exame microscopico do
tecido excisado (preferencialmente um cone que inclua toda a lesé&o).
Carcinoma invasivo diagnosticado apenas por microscopia; invasao
do estroma de no maximo 5 mm de profundidade e diametro de até 7
mm. O envolvimento do espaco vascular, venoso ou linfatico, ndo afeta
a classificagao.

Invasdo medida do estroma de até 3 mm de profundidade e 7mm de
diametro

Invasdo medida do estroma entre 3 mm e 5 mm de profundidade e até
7 mm de diametro

Lesbes clinicas limitadas ao colo uterino ou lesBes pré-clinicas
maiores que no estadio IA. Todas as les6es macroscopicas, mesmo
com invaséo superficial, sdo consideradas neoplasias do estadio IB.
Les0es clinicas de até 4 cm

Lesbes clinicas maiores que 4 cm

Refere-se ao carcinoma que se estende além do colo uterino, mas néo
invade a parede pélvica. Atinge a vagina até o terco inferior.

Nao had comprometimento evidente do paramétrio. A invasdo ocorre
até os dois tercos superiores da vagina

Lesao clinicamente visivel com até 4 cm na dimens&o de maior valor
Lesdo clinicamente visivel com mais de 4 cm na dimensdo de maior
valor

Comprometimento evidente do paramétrio, mas nao a parede pélvica
lateral

Carcinoma que atinge a parede pélvica lateral e/ou terco inferior da
vagina. Causa hidronefrose ou rim néo funcionante.

Ha invasao ao terco inferior da vagina, mas nao a parede pélvica
Estende-se a parede pélvica, hidronefrose ou rim nao funcionante
Carcinoma estende-se para além da pelve verdadeira ou invadiu
clinicamente a mucosa da bexiga e/ou o reto

Disseminacao do tumor para 6rgaos peélvicos adjacentes

Disseminacao para 6rgaos a distancia

Referéncia: (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004)
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2.3.2 Exame colposcopico

Criado pelo médico alemao Hans Hinselmann em 1925 (SILVA NETO, 2012),
0 exame colposcopico é um procedimento ambulatorial padréo ouro para investigacao
clinica de anormalidades cervicais. Feito por meio de um aparelho chamado de
colposcopio?, é indicado clinicamente quando existem lesdes visiveis no TGI
(independente da suspeita colposcopica), sangramento, exposicao intrauterina ao
dietilestilbestrol ou quando a citologia apresenta alguma anormalidade (HOFFMAN et
al., 2014).

Além da procura por lesdes pré-neoplasicas, a colposcopia também € (til para
monitorar as pacientes com historico atual ou prévio de neoplasia no TGI e orientar a
bidpsia de lesdes (por meio da utilizacdo das solucdes de acido acético a 5% e lugol).
Sua realizacdo permite a visualizacdo ampliada dos tecidos do trato genital inferior
por cerca de 6 a 40 vezes com o objetivo de buscar e identificar atipias situadas na
vulva, vagina ou colo uterino, principalmente a porcdo constituida pela ectocérvice. A
porcado endocervical também pode ser vista, mas somente por meio do uso de um
espéculo endocervical (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004).

Apesar da grande importancia da realiza¢do da colposcopia e dos beneficios
que invariavelmente traz as pacientes, a sensibilidade do exame é em torno de 70%
para deteccdo de neoplasia de alto grau. Por conta disso, o analista deve procurar
realiza-lo do modo mais satisfatério possivel, o que inclui a visualizacdo adequada de
toda JEC e dos limites superiores das lesdes encontradas, pois a gravidade da doenca
tende a localizar-se no limite superior da zona de transi¢cdo. A inspecao apropriada de
toda lesdo € chave para garantia de um diagndstico fidedigno ao final de todas as
etapas de avaliacdo da paciente, 0 que aumenta a sensibilidade no exame. A criacéo
de novas metodologias de investigacado mais eficazes, no entanto, se faz necessaria,
como a promissora técnica de hiperespectroscopia multimodal (HOFFMAN et al.,
2014).

4. E formado por trés partes: o sistema de lentes, o de iluminagio e o estrutural. O microscépio
binocular situa-se na “cabeg¢a” que se articula em uma haste vertical presa geralmente a mesa de
exame por um braco mével. A cabeca pode-se fixar cameras fotograficas ou outros aparelhos de
imagem (SILVA NETO, 2012).



31

2.3.3 Exame citopatoldgico

O exame citoldgico € o procedimento padréo de rastreamento do cancer de
colo uterino e apresenta especificidade em torno de 98%. Expandido pelo médico
grego George Nicolas Papanicolaou, o método, que também é conhecido pelo o seu
nome, tornou-se essencial para identificacdo inicial das les6es pré-neoplasicas em
todo o mundo, levando a uma ampla reducao da incidéncia e mortalidade (60% e 70%
respectivamente) do cancer cervical na populacao feminina global (HOFFMAN et al.,
2014).

O exame Papanicolaou apresenta sensibilidade relativamente alta, que é
compensada pela periodicidade do exame. Embora a aderéncia desse procedimento
seja de fundamental importancia para a diminuicdo das taxas de incidéncia e
mortalidade, estima-se que entre 30% e 40% dos diagndsticos do cancer cervical
sejam em mulheres adequadamente rastreadas. Tal fato decorre, dentre outros
motivos, de erros de amostragem e de interpretacdo do analista.

Sendo assim, métodos diagndésticos adicionais vém sendo aderidos aos programas
de rastreamento com intuito de aumentar a eficiéncia de identificagdo e porcentagem
de cura (HOFFMAN et al., 2014).

Recomenda-se a primeira realizacdo do exame apos 3 anos da primeira
relacdo sexual ou ndo depois de 21 anos para as que nunca realizaram. O exame
deve ser repetido a cada ano por 2 anos, e a cada 3 anos caso 0s resultados anteriores
tenham sido negativos. Mulheres com mais de 70 anos que apresentam os trés ultimos
resultados negativos nos ultimos 10 anos ndo precisam mais realizar o exame (SILVA
NETO, 2012).

Sendo um exame de rastreamento, ele é (til apenas para direcionar a proxima
etapa na avaliagdo da paciente, ndo sendo definitivo para o diagnostico. Dessa
maneira, pode-se apenas suspeitar o estagio de NIC que se encontra a lesdo, sendo
o diagnéstico final somente estabelecido a partir do exame histopatolégico
(SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004).
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2.3.4 Exame histopatoldgico

O exame histologico é a ferramenta util para diagnosticar a presenca e,
principalmente, determinar o estadgio da neoplasia da lesdo identificada e pré-
analisada pela colposcopia e/ou citologia. Neste exame sao avaliados o grau de
diferenciagcdo, maturacdo, estratificacdo e anomalias celulares (SELLORS;
SANKARANARAYANAN, 2004). Para isso, diversos atributos celulares séo avaliados,

como a relacéo nucleo/citoplasma (N/C), nucléolo etc (quadro 2).

Quadro 2. Padrdes celulares de cada estagio pré-neoplasico e carcinoma
NIC | NIC Il NIC 1l Carcinoma

Razéo N/C Elevada Elevada Elevada Elevada
Anomalias Translucido, Abundante, | Escasso, cél Escasso,
citoplasmaticas margens basofilia ovais, cianofilo

distintas cianofilo
Anomalias Minimas. Bi- | Cariomegalia (3x nucleo da | Cariomegalia,
nucleares® ou cél. intermediéria), forma pleomorfico

multinucleacéo variada

Nucléolo Raro ou Eventuais e cromocentros Presente

ausente
Cromatina Homogénea, Heterogénea, granulos Grosseira,

hipercromatica grosseiros, eventual irregular,
paracromatina, hipercromatica
hipercromatica
Grau de Restrita ao 2a% Todo Todo epitélio
indiferenciagdo | terco inferior inferior do epitélio
do epitélio epitélio

Frequéncia de Baixa Y inferior do Todo Todo epitélio
mitose epitélio epitélio
Referéncia: (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004; SILVA NETO, 2012)

5. As anomalias nucleares incluem a irregularidade da membrana nuclear, volume do
nucléolo e apresenta multinucleacao.
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2.4 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os papilomavirus compreendem uma familia de virus ndo envelopados com
mais de 200 virus sequenciados, cujo genoma € constituido por DNA dupla-fita com
cerca de 8 kb (figura 4). Este inclui a regido LCR (long control region), que abrange
elementos reguladores de expressao génica, e os genes denominados de expressao
precoce (early) — E1, E2, E4, E5, E6 e E7 (sendo estes trés ultimos oncogenes) — e
tardia (late) — L1 e L2. Algumas regides génicas sédo bastante conservadas, como as
que abrangem os genes E1, E2, L1 e L2, enquanto outras apresentam um grau de
variacdo acentuada, como os oncogenes (E5, E6 e E7) e E4. Regibes promotoras e
de splicing também sao bastante heterogéneas entre o0s tipos virais, 0 que determina
as diferentes propriedades de tropismo e de patogenicidade (DOORBAR et al., 2016).

L2

L1

Figura 4. Esquema do genoma viral. Nota-se que algumas regiées sao compartilhadas por mais
de um gene sendo, portanto, estes genes codificados por contribuicdo do splicing.
Fonte: (CORDEIRO, 2015)

O HPV apresenta estrutura icosaédrica, com 360 moléculas de L1
organizadas em 72 caps6meros (5 moléculas de L1 em cada capsdmero). Esses
interagem entre si por meio da cauda C-terminal da proteina L1 que realizam pontes
dissulfeto. A proteina L2 também contribui com a L1 para formacdo da estrutura do
HPV. Embora a L2 ndo esteja completamente exposta na superficie viral, essa

proteina torna-se disponivel para ligacdo a matriz extracelular durante a infeccéo,
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sendo clivada pela furina. Isso resulta em alteragbes conformacionais que permitem a
interacao do virus com células epiteliais e sua posterior internalizacdo nestas células
(DOORBAR et al., 2016; MCBRIDE, 2008).

Os genatipos virais que infectam humanos séo divididos em cinco géneros, 0
alfa, beta, gama, mu e nu. Esta divisdo ocorre por andlise genética, sendo necessario
que ocorram diferencas de no minimo 10% na sequéncia do gene L1 para que dois
determinados gendtipos sejam considerados pertencentes de géneros diferentes. Os
principais sdo o alfa e o beta, que juntos constituem cerca de 90% dos HPVs
caracterizados (DOORBAR et al., 2016).

O género alfa (figura 5) abrange os principais genoétipos causadores do cancer
cervical no mundo. O gendtipo 16, por exemplo, € responsavel por mais de 50% dos
casos e cerca de 90% séo causados pelos gendtipos 16, 18, 31, 33 e 45 (SILVA
NETO, 2012).

No Brasil, os genétipos mais frequentes sdo o 16, 31 e 58 (RAIOL et al., 2009).
Juntos, eles contribuem para tornar o cancer cervical o terceiro mais comum — cerca
de 16.340 novos casos foram reportados em 2016 — e a quarta causa de oObitos na
populacdo feminina, constituindo um sério problema de satde (“Colo do Utero”, 2017).

Na regido nordeste, a prevaléncia do cancer cervical é ainda maior, sendo o
segundo tipo de tumor mais comum entre mulheres (FACINA, 2011). Quanto a
frequéncia dos gendétipos, segue a mesma prevaléncia do pais, sendo o0 16 0 mais
comum seguido do 58 e 31 (GURGEL et al., 2015). Este padréo de frequéncia repete-

se quando considerado somente as lesdes em NIC Il (FERNANDES et al., 2013).

Genus Alpha-papillomaviruses

Species 8

Species 9 [ High risk HPV types Species 6
[ Low risk HPV types

Figura 5. Espécies virais segundo o género alfa. Fonte: (SYRJANEN, 2018)
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2.5 CICLO VIRAL E ESQUEMA DA INFECCAO

O ciclo viral do HPV (figura 6) segue o processo de amadurecimento e morte
celular natural do tecido cervical ndo infectado, ou seja, obedece ao sentido basal-
apical. Isto se deve a fim de garantir a eficiéncia da infeccao, pois, desta maneira, o
virus é reconhecido mais dificilmente pelo sistema imune do hospedeiro e, portanto,

nao é eliminado, permitindo a possibilidade de ocorréncia do tumor (ARREGUI, 2012).

L ™ &
5 : Descamacdo de
A . queratinécitos e
Montagem das S liberacdo  de
particulas % o particulas virais;
virais R—
- Zai idogre T et} Células
xpresséao L o8 &> ® infectadas
el - <= chegam 8 manter
diferenciados; . = 09 chpas o
2 @ ® genoma viral por
— ® ] célula;
Expressao viral 2 Fihrs o
; © Amplificacdo do
restrita aos genes @ o ICRS
E em @ DNA viral sem
queratinécitos em 6 gé‘ﬂﬁ:: das
diviséo; 1 ® :

’ infectadas;
Infecgao dos| ! ‘ ( 3 AN Replicacéao do
queratinocitos basais - 3 genoma viral
e inicio da expressao : > @ - condicionada a
de E1, E2, E5, E6 e ; replicagao do
E7; = - == - St genoma do

= — § hospedeiro;

Figura 6. Esquema da infec¢&o pelo HPV através do tecido cervical.
Fonte: (CORDEIRO, 2015)

Sabe-se que o ciclo viral difere entre os papilomavirus humano de baixo risco
(I'HPV) e de alto risco (hrHPV), embora algumas etapas sejam comuns. De modo
geral, o HPV atinge o interior do organismo por meio da presenca de microinjarias no
tecido cervical devido ao ato sexual. Este evento permite que o virus se ligue a uma
molécula ndo-relacionada ao heparan-sulfato, a laminina-332 (ou laminina-5), no caso
dos HPVs de importancia clinica 16, 6 e 11, presente ha membrana basal. Este
polissacarideo pode agir como um receptor temporario na matriz extracelular,
permitindo que o HPV, ao se ligar a ele, seja direcionado as células-alvo da infecgao.
Esta ligacdo varia entre os diversos genotipos virais, sendo importante para definir o

sitio anatdbmico da infeccdo espécie-especifica, impedir interacdes nao-especificas
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com as células das camadas superficiais, além de atrair o virus para a superficie das
células escamosas basais (SAPP; BIENKOWSKA-HABA, 2009).

Uma vez presente na membrana basal, o papilomavirus interage com outras
moléculas localizadas na superficie das células escamosas que funcionam como
receptores, sendo o primeiro da sequéncia de interagdes o proteoglicano heparan
sulfato (HSPG) (SAPP; BIENKOWSKA-HABA, 2009), embora que para alguns
genatipos, como o 31, o HSPG nao seja necessario (PATTERSON; SMITH; OZBUN,
2005). Este proteoglicano liga-se a proteina L1 viral, o0 que ocasiona uma nova
conformacao estequiométrica tanto da proteina L1 quanto da L2. Isto é suficiente para
permitir a ligagdo da proteina chaperona ciclofilina B, uma isomerase da superficie
celular que expde o trecho N-terminal da proteina L2, que, por sua vez, é clivada pela
furina convertase. Todas estas mudancas conformacionais possibilita a ligacdo das
proteinas capsidiais a um receptor secundario (ndo-HSPG), o qual ndo se conhece ao
certo sua identificacdo, e que esta envolvida na entrada do complexo viral na célula-
alvo por vias clatrina-dependente ou -independente e na perda de seu revestimento
protéico (SAPP; BIENKOWSKA-HABA, 2009). Os provaveis candidatos sao a a6-
integrina, um receptor de fator de crescimento, a tetraspanina e a anexina A2
(SCHILLER; DAY; KINES, 2010).

Posteriormente a internalizacao e perda do revestimento protéico, L1 dissocia-
se de L2 que se complexa com o0 genoma viral e o transporta para o interior do dominio
nuclear 10 (ND10) dentro do ntcleo da célula hospedeira (DAY et al., 1998). E nesta
regido, nas células da camada basal, que o HPV inicia seu processo de replicacédo e
seu programa de expressao na forma episomal (DAY et al., 2004), sendo 0os RNAs
gerados produtos do splicing alternativo. Os primeiros produtos proteicos gerados sao
o E1 e o0 E2, os quais garantem a replicacdo viral da forma episomal de forma
independente do ciclo de vida da célula hospedeira. Durante esta fase, & criado um
pool de células infectadas que possuem em torno de 10 a 50 cépias do genoma viral
por célula, que séo uteis como reservatorio de virus. Nenhuma particula viral é
eliminada, o que torna muito improvavel o reconhecimento da presenca viral pelo
sistema imune do hospedeiro (MCBRIDE, 2008).

A medida que a infeccéo atinge a camada parabasal, € iniciada a expresséo
dos genes E4 e E7 juntamente com a expressao dos genes E1 e E2. E4 e E7 induzem
a amplificacdo do genoma por meio da interrup¢cdo do ciclo celular da célula

hospedeira em estagios especificos, 0 que significa que eles podem prevenir a
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diferenciacdo das células infectadas e restabelecer o ciclo de vida normal nas
camadas seguintes e de localizagdo posterior. Nas camadas intermediarias e
superficiais, a expressao de E5 e E6 junta-se a de E7, 0 que garante a manutencéo
da desregulacdo do ciclo e diferenciacdo celulares. Isto contribui para a
carcinogénese, pois provoca o aumento da proliferacéo celular e surgimento de novas
mutacdes pro-tumorigénicas (DOORBAR, 2005).

Uma vez que as células infectadas atingem as camadas superficiais do
epitélio escamoso estratificado, a producdo de virions intensifica-se. Com este
objetivo, L2 localiza-se nos dominios ND10 e forma um complexo com outras
proteinas recrutadas como L1, E2 (DAY et al., 1998) e chaperonas como a NPM1/B23,
uma fosfoproteina nucleolar cuja auséncia gera instabilidade na formacéo do capsideo
(DAY et al., 2015).

L1, entdo, auto-organiza-se em particulas semelhantes a virus (virus-like
particles - VLPs), enquanto L2 empacota o genoma viral dentro do capsideo. Por fim,
estas duas proteinas interagem entre si por meio de ligacbes cruzadas
intermoleculares de disulfeto para formar um capsideo icosaédrico ndo envelopado
com 72 capsbmeros e de diametro entre 55-60nm, assistido por chaperonas. Desta
maneira, a producédo e liberacdo de virus atingem niveis maximos, aproveitando-se
do fato de que as células superficiais estdo encerrando seu ciclo natural de vida e
sofrem apoptose. Esta ocasido € conveniente, pois garante que o0 sistema imune
permaneca sem reconhecer a presenca do virus no organismo, ja que o acesso das
células imunes é limitado nas camadas superficiais (GRABOWSKA; RIEMER, 2012).
Todos 0s componentes apresentados sao essenciais para a infectividade do
papilomavirus e podem ser usados como alvos terapéuticos a fim de diminuir a taxa

de infeccéo ou ainda de prevenir a sua ocorréncia.

2.6 ONCOGENE E ONCOPROTEINA E5

O oncogene E5 localiza-se no final 3’ da regiao precoce (early region) do
genoma viral. Sua expressao provém de RNAm que sofre splicing, pois sua sequéncia
codificadora inicia-se na regido génica referente a E2 (como visto na figura 4). Gera
uma proteina de 83 aa, altamente hidrofébica, com localizacdo na membrana

plasmatica e de baixos niveis de expressdo. Contudo, nem todo HPV é capaz de
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codificar esta oncoproteina, sendo mais comumente relacionada com os hrHPVs
(VENUTI et al., 2011).

E5 é uma das oncoproteinas do HPV cujo reconhecimento de sua importancia
na carcinogénese cervical tem crescido bastante nos ultimos anos, embora seja
importante ressaltar que sua capacidade oncogénica altera-se de acordo com o
gendtipo viral. Versbes polimorficas produzidas pelos IrHPVs (p.ex. E5B, vy e )
apresentam-se incompetentes em termos carcinogénicos comparativamente as
variantes sintetizadas pelas hrHPVs (p.ex. E5a) (DE FREITAS et al.,, 2017).
Geralmente E5 esta associada aos estagios iniciais da carcinogénese cervical, por ser
perdida durante a integracdo do genoma viral ao genoma da célula hospedeira. No
entanto, varios estudos vém demonstrando a presenca e niveis aumentados de sua
expressao também em estagios mais avancados da progressdo maligna (CHANG et
al., 2001) e em linhagens de céancer cervical (BARBARESI et al., 2010).

A oncoproteina E5 mais bem estudada é a pertencente ao HPV16, sendo as
sintetizadas pelos outros gendétipos raramente avaliados. Aos poucos, diversos efeitos
pré-carcinogénicos centrais para a progressao maligna dessa oncoproteina foram
sendo revelados (alguns sao vistos na figura 7). O primeiro deles reflete-se em sua
capacidade de potencializar as atividades de transformacéo de E6 e E7, pois agindo
sozinha tem demonstrado baixa atividade carcinogénica (VENUTI et al., 2011).
Juntamente com E6, por exemplo, E5 induz a formacdo de coilocitos (alteracoes
celulares provocadas pela acdo do HPV e que podem ser identificadas na citologia e
histologia). Além disso, o E5 é capaz de induzir a expressao génica de E6 e E7, por
aumentar a expressao de c-jun e c-fos, contribuir para a imunoevaséao induzida por E6
e E7, entre outros. E visto, por exemplo, que camundongos transgénicos que
expressam E6 e E7 no epitélio basal desenvolvem menos tumores que agueles que
expressam além desses dois oncogenes o oncogene E5 (VENUTI et al., 2011). Outros
efeitos de E5 séo exercidos sobre:

i. a proliferagéo celular: E5 ativa 0 EGF-R, endotelina-1 e inibe p21 e p27 em
gueratindcitos e fibroblastos (DIMAIO; PETTI, 2013);

ii. o0 trafego vesicular e transducéo de sinal: E5 altera a constituicéo lipidica
dos lipid rafs por meio da inducédo da expressdo da caveolina-1 e gangliosideo-1 na
membrana plasmatica (VENUTI et al., 2011);

iii. as vias de sinalizacdo intracelular. E5 é capaz de estimular as vias da
ERK1/2, p38, MAPK, PI3K e fosfolipase Cy1 (DIMAIO; PETTI, 2013);
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iv. instabilidade cromossOmica: E5 causa duplicagcdo cromossémica por
endoreplicacdo e poliploidia via fusao entre células (DIMAIO; PETTI, 2013);

v. apoptose: E5 causa inibicdo da apoptose por induzir a ubiquitinacéo e
degradacédo proteassdmica da Bax e inibir a via da TRAIL e Fas-FasL (DIMAIO;
PETTI, 2013);

vi. resposta imune: E5 inibe a resposta imune de inUmeras maneiras
contribuindo para a imunoevasao viral (DE FREITAS et al., 2017);

vii. regula o niamero de coépias do genoma viral durante sua replicacdo
(GENTHER et al., 2003);

ix. invasdo: foi visto na linhagem HaCaT que E5 levou ao aumento da
expressao de MMP-1 e MMP-9, provavelmente devido ao seu efeito indutor sobre os
fatores de transcricdo c-fos e c-jun (BARBARESI et al., 2010).
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Figura 7. Mecanismos de imunoevasao viral, de mitogénese, angiogénese, anti-apoptoético e
pré-inflamatorio mediados por E5/16. E5 contribui para a imunoevasdo viral através de diversas
formas, entre elas: i) E5 reduz a expressdo do MHC | e Il na membrana plasmatica por meio da
alcalinizacdo do CG e do endossomo, o que induz a retencdo de MHC | e MHC Il no interior destas
organelas respectivamente; ii) o E5 interage diretamente com a cadeia pesada do MHC | via pares
de leucina (o E5 do HPV31 também é capaz de realizar essa atividade), impedindo a sua expresséo
na superficie celular. O E5 induz a mitogénese por meio do aumento dos niveis de EGF-R na
membrana plasmética e de sua ativagdo. Quanto aos efeitos angiogénicos, anti-apoptéticos e pro-
inflamatérios o E5 induz a expressédo dos fatores de transcricdo AP-1 e NF-kB que induzem a
expressdo da COX-2. Este, por sua vez, leva a sintese e ao aumento do PGE: e do VEGF que por
fim, provocam os efeitos de reacao inflamatoria, inibicdo da apoptose e angiogénese, como pode
ser visto pelas vias de transduc¢é&o na figura.

Fonte: (DE FREITAS et al., 2017).
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Pode-se observar, entdo, que a abrangéncia de efeitos da oncoproteina E5 é
ampla, sendo a grande maioria das atividades demonstradas provindas de estudos
sobre o gendtipo 16. Suas acodes incluem desde efeitos sobre a mitogénese até a
modulacao da resposta imune do hospedeiro. Além disso, é observado também que
a oncoproteina E5 interfere na regulacdo do ciclo celular, apoptose, regulacado de
fatores de transcricdo (DE FREITAS et al., 2017; DIMAIO; PETTI, 2013; VENUTI et
al., 2011) e na transducédo de sinal intracelular por meio de seus efeitos sobre a
caveolina-1 e gangliosideo-1 (SUPRYNOWICZ et al., 2010). Um resumo dos efeitos

da oncoproteina E5 (HPV16) € vista na tabela 3.

Tabela 3. Influéncia da oncoproteina E5 (HPV16) sobre o organismo

hospedeiro

ATIVIDADE DE E5
Inibicdo do transporte do
MHC | para a superficie
celular, reducéo da
apresentacao de antigenos
para as células CTL e da
resposta mediada pelas

células NK

Downregulation do MHC |, II

Inibicdo das atividades
mediadas por CD1d

Aumento da disponibilidade
de EGF-R causando a
upregulation da COX-2,
VEGF e inducéo da

proliferagcao

MECANISMO
ES5 previne o transporte do MHC | (HLA-A e
HLA-B) para a membrana celular por meio de
trés mecanismos principais: i) impede a
acidificacao do complexo de Golgi, o que
causa o acumulo de MHC | na organela; ii)
liga-se ao Bap31 (proteina 31 associada a
célula B), por deslocar esta proteina do MHC I,
causando a retencao desta molécula no RE e
CG,; iii) interage com o MHC |
Por impedir a expressao génica do MHC l e Il
E5 contribui para a imunoevaséo viral
E5 liga-se a calnexina e, portanto, prende a
CD21d dentro do RE, reduzindo assim os niveis
de CD1d na membrana plasmaética
E5 liga-se e inibe a atividade da V-ATPase,
impede a acidificacdo do endossomo e causa
a degradacao da EGF-R. Aumenta a
reciclagem do EGF-R para a membrana
plasmatica; também atrasa a degradacao do

EGF-R por interferir no trafego a membrana e



Ativacao de vias de
sinalizacdo dependentes e
independentes de EGF-R

Ativagéo da expressao
génica da caveolina-1 e

gangliosideo-1

Upregulation do IFN-f3

Downregulation da
expressado génica do TGF-
B-RIl e da sinalizacdo TGF-
B/SMAD

Inducéo da invaséo
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interacdo com c-Cbl, resultando na redugéo da
degradacgédo do EGF-R mediada por esta
proteina. Estas atividades levam a regulacéo
positiva da COX-2, enzima essencial para a
resposta inflamatoria, e da VEGF, fator
angiogénico.

E5 ativa a MAPK, p38 e as proteinas quinases
reguladas por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1/2)
independentemente da ativagéo do EGF-R, o
gue causa aumento na expressao de c-fos e c-
jun (tipos de AP-1) e estimula a transcricédo
dos oncogenes E6 e E7. Além disso, E5
impede varias atividades imunoprotetoras. E5
pode também ligar-se ao EGF-R e outros
receptores de fatores de crescimento por meio
de interacdes hidrofobicas e induz a
sinalizacao dependente de ligante destes
receptores.

A caveolina-1 e o gangliosideo-1 sao
upregulated na membrana plasmatica o que
contribui para a imunoevasao viral e
interferéncia sobre vias de transducéo de sinal
A expressao génica do IFN-B € induzida por
E5 por meio do aumento dos niveis de IRF-1
(fator-1 regulatério de IFN) nas células
infectadas

O E5 atenua a sinalizacao por TGF-B/SMAD
por prevenir a expressao génica do TGF-B-RII.
Também reduz a fosforilagdo do SMAD e sua
translocacéo para o nucleo

E5 induz a expressédo de MMP-1 e MMP-9

Referéncia: (BARBARESI et al., 2010; DE FREITAS et al., 2017; VENUTI et al., 2011)
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2.7 CAVEOLINA-1

A caveolina-1 foi a primeira de trés proteinas caveolina identificadas. E
composta por 178 aminoacidos que compdem uma proteina de tamanho entre 21 e
24 kDa e que podem estar sob duas isoformas (a e ). Sua estrutura € formada por
trés porgdes, sendo uma central transmembranar hidrofébica contendo cerca de 33
aminoacidos, e duas hidrofilicas voltadas para o citosol, as N- e C-terminais (Figura
8). E encontrada predominantemente na membrana plasmatica de células em sua
fase terminal de diferenciacdo, como adipdcitos, fibroblastos, pneumdécitos |, células
epiteliais, endoteliais e do musculo liso, sendo expressa de modo variado entre 0s
tecidos (THOMAS; SMART, 2008).
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Figura 8. Estrutura da caveolina-1. A cav-1 apresenta trés regides principais em sua estrutura: i)
a porcao transmembranar hidrofébica central e as por¢des ii) N- e iii) C-terminais localizados no
citosol. A primeira por¢cdo compreende os aminoacidos 102 a 134, apresenta forma semelhante a
grampo de cabelo e esté inserida no folheto voltado para o interior da célula, nunca alcangando a
parte externa. A por¢cdo N-terminal (1-101) é importante por ligar a cav-1 ao colesterol e aos
dominios de membrana ricos em esfingolipidio, além de ligar-se as moléculas de transducao de
sinal (KISS; BOTOS, 2009). O dominio C-terminal (135-178) também & importante para fixagdo da
proteina a membrana (por meio da presenca dos grupos palmitoil em residuos de cisteina). Além
desses dominios, existem outros importantes como o dominio de oligomerizacdo (61-101) e o
dominio estrutural ou scaffolding domain (CSD) (82-101). Este ultimo permite a interagdo com uma
variedade de proteinas de sinalizacéo que contenham o motivo de ligagao a cav-1 (p.ex. familia Src
de tirosina quinases, eNOS, receptores acoplados a proteina G etc). Sitios de fosforilagdo no N-
terminal séo importantes para diversas atividades da proteina, como a internalizacdo do complexo
e migracao celular (fosforilag@o do residuo 14 de tirosina) ou em sua retencdo no RE para entrada
na via de secrecdo (fosforilagédo do residuo 80 de serina) (HAARHUIS, 2009; SHATZ; LISCOVITCH,
2008). Fonte: modificado de (HAARHUIS, 2009).
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A sintese da cav-1 ocorre de maneira dependente da particula de
reconhecimento de sinal no reticulo endoplasmatico e de forma como proteina
integral. Sua primeira etapa de oligomerizacao ocorre no RE antes de ser transferida
para o complexo de Golgi, onde ainda ndo possui 0 atributo de resisténcia a
detergente. Esta propriedade € adquirida somente apds a saida do CG, quando a cav-
1 associa-se aos lipid rafts (“jangada lipidica”), adquire resisténcia ao detergente e
finaliza seu processo de oligomerizacdo. Acredita-se que o término da montagem
molecular da cav-1 ocorra nos compartimentos tardios do CG e que a presenca do
colesterol e dos glicoesfingolipidios seja crucial para este processo (PARTON;
SIMONS, 2007).

A cav-1 destaca-se por ser a principal e indispensavel proteina estrutural de
membrana que compfe o0 complexo caveolae, uma estrutura presente nas
membranas celulares que foi descrita pela primeira vez por Palade (1953) e Yamada
(1955). Ao estudar células endoteliais do tecido cardiaco e do epitélio da vesicula biliar
por microscopia eletrénica, respectivamente, esses dois pesquisadores descreveram
este complexo como aspectos da membrana plasmatica que apresentavam
invaginacdes vesiculares esféricas de tamanho e forma regulares, que ocorriam de
forma singular ou em conjunto e que se assemelhavam a pequenas cavernas (STAN,
2007). O papel da cav-1 é tao imprescindivel para formacdo deste complexo que
camundongos null para este gene apresentaram completa auséncia destas organelas
(WILLIAMS; LISANTI, 2005).

O complexo caveolae também pode ser chamado de membrane lipid raft —
“"jangada" lipidica de membrana (Figura 9) — por ser um subtipo dessa estrutura lipidica
gue contém a caveolina-1 como seu biomarcador principal (STAN, 2007). Pode
ocorrer como invaginag¢des Unicas ou formar clusters com membrana néo-caveolar
entre eles, incluindo as invaginacdes cobertas por clatrina (PARTON; SIMONS, 2007).
Contudo, independente das formas de apresentacdo que podem ocorrer, € importante
salientar que a estrutura deste complexo representa um microdominio Unico de
membrana, isto é, perfaz uma regido da membrana que contém uma organiza¢ao ou
composicao propria e que difere do restante desta, estando vinculada ao status
fisiologico da célula e as condi¢des patoldgicas (THOMAS; SMART, 2008). Evidencia-
se assim que a membrana plasméatica ndo é homogénea, como apresentado no

modelo mais comum.
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A composicao especifica da caveolae também é util para seu isolamento, ja
gue apresenta diversos graus de insolubilidade a detergentes néo-idnicos (p.ex. triton
X-100). Para separacéo da caveolae, no entanto, o uso do triton X-100 (utilizado para
separacédo ou deteccao dos lipid rafts) ndo é suficiente por si sé por nao distinguir este
complexo de outros lipid rafts, assim como a execucdo da ultracentrifugacdo por
gradiente de sacarose (HAARHUIS, 2009). Sendo assim, para estudo da composi¢cao

especifica da caveolae, é adotado outras abordagens para seu isolamento como o

uso do GTP e posterior hidrélise por dinamina ou 0 uso de anticorpos monoclonais
caveolina especificos, por exemplo (THOMAS; SMART, 2008).

Figura 9. Estrutura e composi¢cdo do complexo caveolae lipid raft. O complexo caveolae é
composto primordialmente pelo colesterol, atributo caracteristico de todo lipid raft, e seus niveis sdo
voluveis. Especificamente, a caveolae possui a caveolina-1, proteina fundamental para manutengéo
da sua estrutura, pois forma complexos com lipidios e outras proteinas. Estas estruturas
membranares ainda se conectam com importantes proteinas de transducédo de sinal, como as
proteinas G. Tanto em termos qualitativos quanto quantitativos, componentes do complexo integram
paratornar a sua composi¢éo Unica, distinguindo-o dos outros lipid raft em suas fungdes. (THOMAS;
SMART, 2008). Fonte: (PARTON; SIMONS, 2007).

Com o desenvolvimento da microscopia eletrénica, no decorrer das décadas
seguintes a descoberta de Palade e Yamada, este complexo foi sendo descrito e sua

composicao detalhada foi sendo constituida gradualmente. Apresentando cerca de 50
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a 100 nm de didmetro, estima-se que a caveolae contenha cerca de 144 moléculas
da cav-1 juntamente com outras 20.000 de colesterol, o qual é indispensavel para
formacdo do complexo e transcricdo do gene da cav-1 (KISS; BOTOS, 2009;
PARTON; SIMONS, 2007).

Existem ainda na constituicAio desse complexo, a presenca de
glicoesfingolipidios e esfingomielina em densidades relativamente elevadas
(comparativamente a membrana plasmatica como um todo) (PARTON; SIMONS,
2007), além de outras proteinas integrais que também se ancoram em acidos graxos
saturados (p.ex. glicosilfosfatidilinositol e colesterol) situados na membrana
plasmética (SIMONS; TOOMRE, 2000). Entre elas estdo as proteinas ancoradas ao
glicosilfosfatidilinositol, as proteinas transmembrana e as proteinas duplamente
aciladas como as Src quinases (THOMAS; SMART, 2008). Estas ultimas s&o
responsaveis pela fosforilacdo da cav-1 que leva ao brotamento da caveolae para o
interior da célula (KISS; BOTOS, 2009) — o processo de internalizagao da caveolae é
descrito com mais detalhes na figura 11.

Proteinas do citoesqueleto também contribuem de maneira importante para o
ancoramento e fixagdo da caveolae na membrana plasmatica, como a cortactina, a
filamina, que promove uma ligacdo cruzada entre dois filamentos de actina e a cav-1,
e as integrinas, que retém a caveolina fosforilada em estruturas especiais
denominadas de aderéncias focais. Estas proteinas impedem, portanto, o
destacamento do complexo da membrana plasmatica, além de contribuirem para o
deslocamento da caveolae pelo citosol, uma vez que este ja tenha se desprendido da
membrana (KISS; BOTOS, 2009).

Em seguida a internalizacdo da caveolae, as etapas que decorrem Sao pouco
conhecidas. Sabe-se que, em alguns casos, a internalizacdo da caveolae pode seguir
a via de endocitose classica, ou seja, por meio da fusdo com os endossomos e
deslocamento para o complexo de Golgi. E sugerido que a fusdo da caveolae com os
endossomos precoces ocorra por meio Rab5-dependente, uma pequena GTPase, e
que a comunicagdo caveolae-endossomo-caveossomo seja bidirecional. Além disso,
o colesterol e proteinas como a dinamina, quinases e fosfatases contribuem para
fusdo com os endossomos e para a progressdo da via endocitica: a primeira por
conectar clusters de caveolae a superficie e os Ultimos por promoverem e regularem
fosforilag6es chave, respectivamente. A prépria cav-1 contribui para regulacdo da via

pois € capaz de interagir com fosfatases, como a PP2A, e inibir a fusdo dos



46

caveossomos com 0s endossomos e depois com os lisossomos. Exemplos deste tipo
de internalizacdo ocorrem para a toxina da célera, o virus SV40 e para o HPV31 (que
sera descrito com detalhes na sec¢éo 2.5.3) (KISS; BOTOS, 2009).

Outros estudos, por sua vez, indicam uma via alternativa. Nesta via, 0
caveossomo funcionaria como um endossomo precoce e seu conteudo € deslocado
para o complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico sem ocorrer fusdo com o0s
lisossomos (KISS; BOTOS, 2009).
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Figura 10. Internalizagdo da caveolae. Para ocorréncia da internalizagao da caveolae uma série
de processos biolégicos sdo necessarios, entre eles: (a) A fosforilagdo dos residuos de tirosina da
cav-1 e da cav-2 ocasiona a internalizacdo da caveolae e, portanto, fosfatases e inibidores de
fosfatases apresentam papel chave nesse processo. Acredita-se que inibidores de fosfatases, como
0 &cido ocadaico, inibem a atividade de fosfatases que entdo, tornam-se incapazes de inibir a agédo
de quinases, permitindo a fosforilagdo da cav-1 e internalizagdo da caveolae. (b) atividade da
dinamina-2: de forma transiente, esta proteina promove a fissao da caveolae pelo estreitamento do
“pescogo” do complexo. (c) reorganizagdo do citoesqueleto: moléculas de actina promovem a
fixacdo da caveolae na membrana plasmatica e, portanto, alteragdes em sua organizacao sao
necessdarias para internalizacdo da caveolae além de contribuir para seu deslocamento no
citoplasma por meio dos rastros de microtibulos ap6s o desprendimento da membrana plasmética.
E observado que para entrada de caveolae carregados com virus (como o HPV) mondmeros de
actina séo recrutados formando aglomerados que contribuem para estabilizacdo e locomocao da
estrutura (KISS; BOTOS, 2009).

2.7.1 Funcdes da caveolina-1

Foi descrito anteriormente que a cav-1 € componente central do complexo
caveolae, um microdominio de membrana que apresenta composi¢ao propria. E por
meio da estrutura molecular desta proteina, como apresentado, que a caveolae se
relaciona com diversas proteinas quinases e de sinaliza¢do essenciais para garantia
da homeostase celular. As funcdes da caveolina-1, portanto, decorrem de tais

interacodes.
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Sendo assim, o complexo caveolae, por meio da cav-1, promove importante
fungdes celulares, entre elas a endocitose, a transcitose, o metabolismo do colesterol,
o transporte vesicular e a transducao de sinais. Todos essas atividades sdo chave
para manutencao da homeostase celular, pois estdo envolvidos no crescimento e ciclo
celular, apoptose, angiogénese, invasdo e metastase, fosforilagéo oxidativa, estresse
oxidativo e resposta imune (CARVER; SCHNITZER, 2003; STAN, 2007; THOMAS,;
SMART, 2008). As atividades homeostaticas da cav-1 podem ser vistas na tabela 4.

Como consequéncia, a caveolae acaba por contribuir para a patogénese de
enfermidades importantes, como a diabetes, as infec¢des virais e o cancer. Este
complexo promove a entrada de diversos tipos virais em suas respectivas células alvo,
como o SV40, o HIV, o polioma virus, o HPV, além de internalizar outras estruturas
como a toxina da coélera e certas bactérias que expressam FimH (KISS; BOTOS, 2009;
SMITH; CAMPOS; OZBUN, 2007). Como relaciona-se a diversas funcoes celulares
ligadas a homeostase celular, participam na carcinogénese de varios tumores,

incluindo o cervical (FU et al., 2017).

Tabela 4. Fun¢cbes da caveolina-1.
FUNCAO CONTRIBUIQAO DA CAVEOLINA-1 REFERENCIA

Metabolismo O papel da caveolina-1 sobre o transporte do (THOMAS;

do colesterol colesterol foi demostrado pelas atividades da SMART, 2008)
progesterona e da colesterol oxidase (que
resultaram na diminui¢cdo dos niveis de cav-1
simultaneamente ao do colesterol somente na
caveolae), e pela mediacdo de um complexo
chaperona lipoproteico pelo qual a cav-1 liga-
se ao colesterol e o desloca do RE para a
caveolae e vice-versa a depender de sua
composicdo (HSP56 e anexina |l
respectivamente).
Regulacdo da Subunidades como a Ga podem estar (THOMAS;
via da proteina presente no interior da caveolae quando SMART, 2008)
G inativas e abandonar este complexo quando

ativas o que sugere modulacédo da caveolae
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Estresse

oxidativo

Doencas
relacionadas

ao Prion

Regulacéo da
via TGFB/
Alkl/Smadl

Regulacéo da
via Wnt/ 3-

catenina

Regulacéo da
via PI3K/Akt

Regulacéo da
via JAK/STAT

sobre a ativacdo desta importante via de
sinalizacao.

Nas células endoteliais a caveolina-1 interage
com a eNOS (6xido nitrico sintase endotelial),
por meio do scaffolding domain (CSD),
inibindo-a. A composicéo lipidica da caveolae
também altera a atividade desta enzima.

Foi observado a presenca de proteinas prions
no interior da caveolae e a conversao para a
forma patoldgica da proteina (de PrP¢ para
PrPsC) pode estar ligada aos gangliosideos. A
cav-1 também pode estar envolvida na
sinalizacéo nao patoldgica da PrPC.

A cav-1 foi vista ser um regulador positivo da
via de sinalizacdo da TGFB/Alk1/Smad1 em
fibroblastos da derme humana. Esta
caracteristica também foi vista em outros tipos

celulares.

Inibe a sinalizagdo mediada por Wnt por
recrutar B-catenina para a caveolae e, assim,
bloquear a transcricio mediada por esta
molécula. Também foi vista ativar esta via por
promover a liberagdo da [(-catenina do
complexo.

Regula positivamente esta via mantendo

assim a sobrevivéncia celular.

Inibe esta via por meio da interacdo com a
JAK2.

(THOMAS;
SMART, 2008)

(THOMAS;
SMART, 2008)

(HAINES et
al., 2012;
MEYER et al.,
2011;
SANTIBANEZ
et al., 2008)
(SHATZ;
LISCOVITCH,
2008)

(SHATZ;
LISCOVITCH,
2008)
(SHATZ;
LISCOVITCH,
2008)




49

Regulagdo da  Foi visto que a cav-1 recombinante bloqueou (SHATZ;

via a transducédo de sinal desta via por inibir LISCOVITCH,

MEK1/Erk1/2  diretamente a MEK1 e Erk1l/2 através do 2008)
dominio CSD.

Regulacdo de A cav-1 inibe sinais par ao nucleo provindos (SHATZ,

sinais do EGF- da ativacdo do EGF-R e Raf-1 LISCOVITCH,

R e Raf-1 2008)

2.7.2 Caveolina-1 e o cancer

De modo geral, a respeito do processo carcinogénico, a cav-1 ja foi reportada
estar relacionada tanto com a sua supressao quanto a sua promocéao, estando seu
papel vinculado ao tipo de tumor e ao tecido em que € analisado (tecido cancerigeno
x estroma) (THOMAS; SMART, 2008). Sua importancia no cancer deve-se,
principalmente, por modular inimeras vias de sinalizagdo intracelular e,
consequentemente, por contribuir na ativacdo ou inibicdo de diversos fatores de
transcricdo. Sabe-se que varios receptores de tirosina quinase assim como moléculas
de sinalizacéo estéo situados dentro da caveolae, como por exemplo, EGF-R, H-Ras,
Raf quinase, ERK1/2, E-caderina, Shc, Grb2, eNOS (6xido nitrico sintase endotelial)
entre outros e, portanto, tem sua atividade regulada pela composi¢céo deste complexo,
incluindo a caveolina-1 (BOURAS; LISANTI; PESTELL, 2004; ENGELMAN et al.,
1998a; LIU et al., 1997, 1996; MINEO et al., 1996).

Embora esteja relacionado tanto a supressao quanto a promog¢ao tumoral
(tabela 5), a cav-1 associa-se ao primeiro com maior frequéncia (TORRES et al.,
2006), como sdo os casos do cancer de mama, ovario, cervical, estbmago, coélon,
entre outros (THOMAS; SMART, 2008; WILLIAMS; LISANTI, 2005). Curiosamente, a
propria localizacéo do gene da cav-1 aponta tal atividade, ja que ocorre em um loécus
sugerido por desempenhar atividade supressora de tumor em camundongos (6-A2) e
humanos (7931.1) (ENGELMAN et al., 1998a; ENGELMAN; ZHANG; LISANTI, 1998).
Contudo, no cancer prostatico, por exemplo, a cav-1 é sugerida contribuir para a
progressao carcinogénica, assim como ocorre outros tipos para 0s canceres de
pancreas, esofago, tiredide e outros (THOMAS; SMART, 2008).



Tabela 5. Papel da caveolina-1 em diversos tipos de cancer

TIPO DE
CANCER

Mama

PAPEL DA CAVEOLINA-1

Existem varias evidéncias que demonstram o
papel protetor da cav-1 sobre o desenvolvimento
do cancer de mama. Entre eles diversos estudos
in vitro e in vivo. A expressao reduzida ou
ausente deste gene foi constatada em diversas
linhagens de cancer de mama (e.g. MCF-7, T47-
D etc) havendo uma correlagéo inversa com 0s
niveis de expressdo de genes ou vias de
sinalizacdo chave para a carcinogénese
mamaria, como Eraq, ciclina D1, HER2, cascatas
de sinalizag&o envolvidas na mitogénese, como
Ras-p42/44 MAPK e Prl-R/IJAK2/STAT5a, e
envolvidas no crescimento independente de
ancoragem e migracdo, como EGF/MAPK,
integrina/Fyn/ERK1/2 e EGF/E-caderina/Wnt/3-
catenina. Quando a expressdo da cav-1 foi
induzida novamente, houve reducdo das
atividades de MMP-2 e -9, na invasao a matriz
extracelular e na taxa de proliferagéo, tanto em
cultura como quando essas células foram
introduzidas em camundongos metastaticos. Em
outro estudo com camundongos, a presenca do
gene da cav-1 resultou na diminuicdo da
carcinogénese em comparacao aos
camundongos knockout para este gene.
Também é visto com frequéncia perda da
heterozigose e de mutagcdo no cdédon 132 no
gene da cav-1, que ocorre em 16% dos
pacientes com cancer de mama. Essa mutacéo,

por exemplo, leva ao aumento do crescimento

REFERENCIA

(BOURAS;
LISANTI:
PESTELL,
2004;
THOMAS;
SMART, 2008)
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Prostata

Pulméao

Pancreas

independente de ancoragem e da motilidade
celular.

Foi visto que a expressdo de cav-1 estava
elevada no cancer de prostata e, quando este
gene foi anulado em camundongos (null mice),
houve menor frequéncia de tumores invasivos
além de reducdo na taxa de metastase. Em
outro estudo, utilizando camundongos como
modelo de adenocarcinoma transgénico
prostatico, foi observado niveis aumentados de
expressdo em comparacdo com o epitélio
normal de prostata. A cav-1 é responsavel por
manter ativada a via de sinalizagao PI3K/Akt, por
meio da inibicdo das fosfatases PP1 e PP2A,
conservando a capacidade de sobrevivéncia
celular. Foi visto também que a cav-1 é
secretada de células de céancer de prostata
estando em niveis aumentados nestas células.
Também foi visto estar com niveis séricos
aumentados em pacientes com esse tipo de
cancer. Foi reportado que a cav-1 foi capaz de
induzir a sobrevivéncia celular e a angiogénese.
Niveis consideravelmente diminuidos da cav-1
foram encontrados em linhagens derivadas de
carcinoma de células escamosas (NCI-H157,
NCI-H125, NCI-2170 e KLN-205) comparados
com células epiteliais normais de pulméo e
células ndo-transformadas de células NHI 3T3.
Foi encontrado niveis super-expressos da cav-1
em linhagens de céancer pancreético, assim
como em modelos in vivo e em amostras de
tumores pancreaticos de pacientes, além de

terem sido associados a um pior prognéstico.

(SHATZ;
LISCOVITCH,
2008;
THOMAS;
SMART, 2008;
THOMPSON et
al., 2010)

(RAZANI et al.,
2000)

(CHATTERJEE
et al., 2015;
LIN et al.,
2005; LIU et
al., 2014a)
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Quando sua expresséo foi interrompida houve
reducdo da proliferacdo, da formacdo de
colonias, da invasdo e da resisténcia ao
tratamento.

Célon Observou-se que o aumento da expressao de (THOMAS;
DR5 e outros componentes da sinalizagdo da SMART, 2008)
morte celular na caveolae mediada pela inibicdo
da COX-2 aumentou a apoptose mediada por
TRAIL.

Uma das maneiras que a cav-1 impede o desenvolvimento de tumores ocorre
por meio da supressdo da mitogénese, do crescimento independente de ancoragem,
da migragéo e invasdo. Isso decorre através da inibicdo da atividade de proteinas
quinases, como as da familia Src, os receptores de tirosina quinase, como o0 EGFR e
PDGFR, e as presentes nas vias de sinalizacdo, como as das cascatas de Ras-p42/44
MAPK e da PI3K (figura 11). Esses dados foram constatados in vitro, por meio da
utilizagéo de linhagens celulares deficientes de cav-1, como a NIH 3T3, ou de modelos
in vivo. (BOURAS; LISANTI; PESTELL, 2004; COUET; SARGIACOMO; LISANTI,
1997; ENGELMAN et al., 1998a; GALBIATI et al., 1998; LI; COUET; LISANTI, 1996).
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Figura 11. Vias de sinalizagdo que sofrem interferéncia da caveolina-1. A caveolina-1 é capaz
de modular diversas vias de sinalizagdo chave como descrito no texto.

Por exemplo, foi visto que em células NIH 3T3 transformadas por H-Ras e v-
Abl (KOLESKE; BALTIMORE; LISANTI, 1995) ou com HER2 ativado por mutag&o

(ENGELMAN et al., 1998b), houve consideravel reducdo dos niveis de cav-1 que foi
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restaurado com PD98059 (potente inibidor especifico de MEK). Um outro estudo
constatou que a auséncia ou deficiéencia da cav-1 foi suficiente para causar
transformacao celular, hiperatividade da via Ras-p42/44 MAPK e inducao de tumores
em camundongos imunodeficientes, sendo estes reversiveis a restauracéo dos niveis
de cav-1 (GALBIATI et al.,, 1998). A via Ras-p42/44 é uma cascata central de
sinalizacdo envolvida na mitogénese e no crescimento celular independente de
ancoragem sendo assim capaz de induzir transformacao celular.

Outra forma que a cav-1 induz a supresséao do tumor € por meio da regulacéo
do ciclo celular. Foi visto que a cav-1 estava associada a inibicdo do crescimento
celular por causar aprisionamento na fase Go por mecanismo dependente de p53 e
dos dominios scaffolding e C terminal em modelos in vitro e in vivo. Também foi visto
neste estudo que a cav-1 ocasionou aumento da sensibilidade celular a apoptose
induzida por estaurosporina (GALBIATI et al., 2001). Outros estudos também
relataram a relacdo inversa da expressao desta proteina e a proliferacdo celular
(RAZANI et al., 2001).

A respeito das células estromais que circundam o tumor, também foi visto uma
relagdo de diminuicdo de seus niveis com a ocorréncia do cancer. Foi reportado que
a perda da expressao proteica no estroma é um poderoso biomarcador que prediz a
recorréncia precoce do tumor, metastase e prognéstico desfavoravel para pacientes
com cancer de mama (WITKIEWICZ et al., 2009). Em fibroblastos deficientes de
TFAM, os quais demonstram evidéncia de estresse oxidativo mitocondrial apresenta
perda consideravel da expresséao proteica da caveolina-1 (BALLIET et al., 2011).

Quanto a promoc¢ao tumoral, foi visto que a cav-1 causava inducédo da
transformacao e da metastase em alguns canceres. Niveis elevados desta proteina
foram encontrados no adenocarcinoma de colon (FINE et al., 2001), no colorretal
metastatico (ARIELLY et al., 2012), no prostatico (THOMPSON et al., 2010) e em
metastase de cancer mamario (YANG et al., 1998). No tecido tumoral a expressao de
caveolina estd associada ao aumento de sobrevivéncia, da agressividade e do
potencial metastatico do tumor (CARVER; SCHNITZER, 2003), sendo sugerido como
biomarcador para evidenciar esta ultima condigéo de evolugdo do céancer (ARIELLY
et al., 2012). Portanto, a caveolina apresenta valor clinico tanto pelo seu potencial
prognéstico e preventivo, quanto pelo seu potencial terapéutico.

Uma das maneiras que a cav-1 pode contribuir para a carcinogénese é por

meio de sua participacdo na composi¢cao dos lipid droplets em varios tipos celulares.
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Existe a suspeita que os lipid droplets possam contribuir no processo carcinogénico,
pois sua biogénese é aumentada nesta circunstancia. Estas regides na membrana
plasmatica relacionam-se com a carcinogénese principalmente por contribuirem para
a ativacao de vias inflamatérias, como a producédo de eicosanoides e de transducédo
de sinal (p.ex. ativacdo de proteinas quinases como a ERK1 e -2, PI3K, p38, PKC)
(BOZZA; VIOLA, 2010).

2.7.3 Caveolina-1 e o HPV

Como citado previamente, o complexo caveolae contribui para a entrada de
diversos virus para o espaco intracelular, e o mesmo ocorre para o HPV. A passagem
desse virus através da membrana plasmatica ocorre por duas vias a depender do
gendtipo viral: pela via da caveolina ou pela via da clatrina, sendo o principal
representante da utilizagéo da via da caveolina o HPV31 e o da clatrina o HPV16.

Foi visto que o complexo caveolae foi indispensavel para a entrada do HPV31
juntamente com a dinamina-2, uma proteina que promove o0 deslocamento das
vesiculas da superficie celular tanto na via da caveolae quanto na da clatrina (SMITH;
CAMPOS; OZBUN, 2007). Ao ser internalizado, o HPV31 é invaginado permanecendo
dentro do caveossomo para depois ser transferido para o endossomo precoce por
meio da acdo da Rab5 GTPase, e ndo para o complexo de Golgi e/ou reticulo
endoplasmatico (como seria esperado para a via da caveolina). Em seguida, o
genoma do HPV31 é expelido do endossomo devido a diminuicdo do pH
(semelhantemente ao HPV16) para enfim, ser integrado ao genoma da célula
hospedeira. A acdo da Rab5GTPase, assim como a acidificacdo do endossomo, séao
primordiais para que a infec¢cdo do HPV31 ocorra: o primeiro é fundamental para o
deslocamento viral do caveossomo para 0 endossomo enquanto o segundo é
necessario para o desnudar o genoma viral e/ou promover o escape do endossomo
(SMITH et al., 2008). Para a entrada do HPV16, no entanto, a caveolae nédo se
mostrou essencial, sendo a via da clatrina imprescindivel neste caso (SMITH;
CAMPOS; OZBUN, 2007). O que é destacavel nestes dados apresentados € que 0
HPV31 utiliza ambas as vias do caveossomo e endossomo para promocao da

infeccéo.
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2.7.4 Caveolina-1 e o cancer cervical

Poucos estudos tentaram esclarecer sobre o papel da cav-1 no
desenvolvimento do cancer cervical. Em estudo em que foi avaliado um painel de
linhagens de cancer cervical (SiHa, H1-Hela, Hela-229 e SW-756), foi observado que
a cav-1 apresentou niveis reduzidos de expressdo génica nestas linhagens celulares
guando comparados com células epiteliais escamosas normais, e que a expressao de
E6 foi responsavel pela regulacdo negativa deste gene. Quando a expressao da cav-
1 foi restabelecida em SiHa foi observado acentuada reducao do numero de coldnias
em comparac¢ao com o controle com o vetor sem a cav-1 e contendo apenas a proteina
verde fluorescente (RAZANI et al., 2000).

Em outro estudo, contudo, a presenca do virus gerou resultados diferentes.
Por influéncia do oncogene E5/16, houve aumento da expressdo da cav-1 na
membrana plasmaética de células ectocervicais humanas em cerca de 6x (em relacao
a oncoproteina com mutacdo de 10 aminoacidos a menos no C-terminal) e 3,9x (em
relacdo ao controle negativo — vetor vazio) mensurado por citometria de fluxo, o que
evidencia o papel critico do C-terminal para gerar este efeito. Além disso, foi visto que
esta oncoproteina esteve presente em lipid raft imaturos, por ter sido insoltvel ao triton
X-100 a 4°C, e pela co-localizacdo com a calnexina (proteina da membrana do RE)

observada por microscopia de imunofluorescéncia (SUPRYNOWICZ et al., 2008).

2.8 GANGLIOSIDEO-1 E A BETA-1,3-GALACTOSILTRANSFERASE 4

O gangliosideo-1, também denominado de
monosialotetrahexosilgangliosideo, € um glicoesfingolipidio (ceramida e
oligossacarideo) membro da série ganglio dos gangliosideos que contém um residuo
de &cido sidlico, o acido N-Acetil-a-neuraminico (figura 12). Este glicolipidio é
sintetizado por uma série de reac¢des os quais formam quatro séries de gangliosideos
que sdo determinados pela quantidade de residuos de acido sialico ligados a
lactosilceramida (tipo de ceramida® incorporada a lactose). A Ultima é catalisada pela

6. A ceramida pertence a familia de moléculas de lipidios cerosos. E composto pela esfingosina
(cadeia de hidrocarboneto insaturado com amino alcool na posi¢cdo do carbono-18) e acido graxo,
como por exemplo, o acido estearico.
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glicosiltransferase denominada de beta-1,3-galactosiltransferase 4 (33GAL4) ou ainda
de GM1 sintase (termo que usaremos neste texto), a qual transfere a B-D-Galactose
ao gangliosideo-2 (figura 13) (GROUX-DEGROOTE et al., 2018).
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Figura 12. Estrutura dos gangliosideos-1, -2 e -3. GM1, GM2 e GM3 fazem parte da série a dos
gangliosideos. O GM3 é formado pela lactosilceramida (ceramida + lactose) mais o residuo de acido
sialico (acido N-acetil-a-neuraminico). O GM2, por sua vez, possui um residuo de monossacarideo
a mais, o N-acetil-B-D-galactosamina. Por fim, o GM1 apresenta a estrutura do GM2 com a adi¢éo
de um residuo de B-D-galactose a mais. Fonte: (PURI., 2014).

Assim como a caveolina-1, o GM1 é componente estrutural essencial do lipid
raft e, por isso, também participa de inimeros processos biolégicos, como a fluidez
da membrana plasmética, o reconhecimento celular e, principalmente a transducéo
de sinal (figura 14). Essencialmente devido a essa caracteristica, 0 GM1 contribui para
a proliferacéo, diferenciacdo, apoptose, angiogénese e a resposta imunoldgica (YU et
al., 2011).

Devido a todos esses efeitos fisiolégicos o GM1, assim como 0S outros
gangliosideos de modo geral, contribui ativamente para a geracdo de processos
patologicos, como a sindrome de Guillain-Barré, doenca de Alzheirmer, infecgcbes
virais (p.ex. influenza) etc (YU et al., 2011). Além desses, estes compostos lipidicos
sao frequentemente associados a varios tipos de cancer. principalmente os de origem

neuroectodermais como o0 melanoma, neuroblastoma, glioblastoma, cancer de mama



57

e outros como o de pulméao, ovério, cervical, estando envolvidos frequentemente com
a invasao e a metastase (GROUX-DEGROOTE et al., 2018).
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Figura 13. Biossintese do gangliosideo-1.
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Figura 14. Principais receptores de tirosina quinase modulados pelo GM1 e outros
gangliosideos. Os receptores acima representados iniciam e interferem em inimeras vias de
transducdo de sinal que culminam na modulagdo, ativacdo/inibicdo e/ou expressédo de inUmeras
proteinas centrais na manutencdo da homeostase celular (ciclo celular, apoptose, resposta imune
etc) e, consequentemente, na ocorréncia do cancer. Fonte: (GROUX-DEGROOQOTE et al., 2018).

Por conta dos efeitos dos gangliosideos na carcinogénese, as atividades das
glicosiltransferases (GTs) tém sido avaliadas em diversos tipos de cancer quanto sua
capacidade biomarcadora e, portanto, progndéstica, assim como na imunoterapia.
Geralmente seus niveis elevados refletem agressividade tumoral que pode ocorrer,
por exemplo, devido desregulacdo das modificagcBes epigenéticas associadas a
expressdo destas enzimas envolvidas na sintese desses compostos. Entre outros
processos de regulacdo da sintese das GTs estdo a glicosilacdo no complexo de
Golgi, a atividade de fatores de transcricdo (os quais sao desconhecidos em sua
maioria), o uso de vias de transducao de sinal, entre outros. Um exemplo reflete-se
na atividade do NF-kB: o TNF é capaz de induzir a super-expressao do gene da GD3
sintase (ST8Sial) em células de cancer de mama negativas para o receptor de
estrogeno (GROUX-DEGROOTE et al., 2018).

Alguns estudos avaliaram os niveis e o papel do GM1 em diversos tipos de
cancer quando foram constatados efeitos anti-carcinogénicos como por exemplo:

i. no cancer de colon: niveis diminuidos de GM1 foram associados a redugéo

da atividade das células NK e aumento da metastase para o figado (SHIRATORI et
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al., 1992); em outros trabalhos foram vistos efeitos anti-metastaticos (VOGEL et al.,
1996) e anti-crescimento celular (KWAK et al., 2011);

ii. a GM1 sintase, assim como outras sintases (GD1b e a GA1l) foram
introduzidas em linhagem de melanoma, o que ocasionou reducdo do crescimento
celular e invasdo (DONG et al., 2010);

Outros estudos, por sua vez, associaram o0 GM1 a efeitos pro-carcinogénicos
e metastaticos:

i. 0 GM1, juntamente com outros gangliosideos (GM2, GM3 e GDla),
induziram a angiogénese e o crescimento tumoral em modelo de células DKO (células
geneticamente incapazes de sintetizar gangliosideos) de cancer murino (LIU et al.,
2014b);

ii. o GM1 e outros gangliosideos das séries b e c causaram efeitos
imunossupressores por causarem a diminui¢do nos niveis de IFN-y e aumento nos
de IL-4, em cultura de esplendcitos e células T (CD4* e CD8*) tratadas com estes
glicoesfingolipidios, sendo os efeitos mais intensos no segundo ensaio (0 aumento de
IL-4 decorreu primordialmente das células T CD4*) (CRESPO et al., 2006); outros
efeitos inibitorios sobre o sistema imune causados pelo GM1 e outros gangliosideos
também foram reportados no cancer (MCKALLIP; LI; LADISCH, 1999);

iii. em células normais de glandula mamaria de murinos que foram submetidas
a inducédo por TGF-B para ocorréncia do EMT, foi visto redugdo do gene da GM1
sintase (83GalT4) e da GAl. O aumento da expressdo deste gene e consequente
aumento nos niveis de GAl impediu a ocorréncia da EMT induzida por TGF-B e
promoveu a manutencdo da membrana da célula epitelial por meio da interacdo com
as proteinas E-caderina e B-catenina (GUAN et al., 2010);

iv. a atividade da GM1 (sem o acido sialico em sua estrutura) contribuiu para
gue células de cancer prostatico tornassem-se metastaticas (VAN SLAMBROUCK et
al., 2014);

v. foi visto que anticorpo anti-GM1 desempenhou potente atividade in vitro e
in vivo contra o cancer de células pequenas de pulméao (PONATH et al., 2018);

vi. 0 GM1 induziu a expresséo e a atividade da arginase-1, marcador central
do macrofago M2. Além disso, induziu a secrecao de CCL2 (proteina-1 quimioatraente
de mondcitos) por esses macréfagos, promovendo assim a angiogénese. Este
gangliosideo, dessa maneira, poderia induzir a diferenciacdo de macrofagos para o

fendtipo M2 levando a uma série de outros atividades pro-carcinogénicas além da sua
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inducao direta para ocorréncia da angiogénese (CHUNG et al., 2017). Inferindo-se
uma possivel atividade da GM1 no cancer cervical, por exemplo, sabe-se que 0s
macrofagos M2 e a sintese de CCL2 séo fatores importantes para a criacdo de um
microambiente tumoral favoravel a carcinogénese. Os primeiros induzem a resposta
Th2, inibem as respostas CD8* e CD4* e promovem a angiogénese pela secrecéo do
VEGF. J4 a producéo de CCL2 leva ao aumento exponencial da resposta inflamatéria
ja que realiza o recrutamento de células pré-inflamatérias como os neutrofilos,
mastocitos e células supressoras mielo-derivadas (BARROS et al., 2018a).

A respeito da modulagcédo sobre a resposta imune, foi demonstrado que os
gangliosideos também séo capazes de altera-la levando a consequéncias sobre a
carcinogénese. Estdo comumente associados com a sua inibicdo, embora ha estudos
que relataram efeitos imunogénicos. Por exemplo, no cancer de pulméo o uso da a-
GalCer e lipopolissacarideos promoveram aumento da producdo de IFN-y e da
resposta imune antigénica especifica contra tumor, o que contribuiu para reduzir o
crescimento tumoral (ZHUO; LI; GUAN, 2018). Por sua vez, como efeitos
imunomodaulatérios, foi visto que os gangliosideos inibem intensamente os linfécitos T
citotéxicos, bloqueiam a formacao da sinapse imune e sdo expressos em niveis altos
na superficie de células tumorais podendo serem Uteis como mecanismos de evasao
imune executados pelo HPV (SUPRYNOWICZ et al., 2008). Verificou-se também a
acdo do TGF-B (citocina imunomodulatéria) sobre a expressao do gene da GM1
sintase (83GalT4) em modelo de células de glandula maméaria de murinos (GROUX-
DEGROOQOTE et al., 2018).

Também foi observado que a liberacdo de gangliosideos ao meio extracelular
estava associado a prevencdo da resposta celular em varios niveis, incluindo a
inibicdo da atividade das células dendriticas além das células citotéxicas. Por isso 0s
niveis sorologicos do GM1 e outros gangliosideos sdo comumente mensurados com
0 objetivo de fazer predi¢cdes sobre a condigéo clinica da paciente.

N&o existem muitos dados na literatura cientifica sobre a relagdo desta
molécula e sua associacdo com o cancer cervical. Hamamura et al. (2005)
demonstraram que houve reducéo do crescimento celular na linhagem de fibroblastos
apos a transfeccao do gene GM1 sintase responsavel pela sintese do gangliosideo-1
comparados com os controles (HAMAMURA et al., 2005), o que contrasta com outros

dados reportados que associam a presenga destas moléculas ao aumento da
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proliferacdo pelo receptor EGFR. A atividade deste receptor esta diretamente ligada
ao oncogene E5 (DE FREITAS et al., 2017).

Em outro estudo, em que também foi avaliado os niveis da cav-1, foi
observado 0 aumento na expressdo do GM1 na membrana plasméatica e ambos foram
associados a presenca do oncogene E5 (HPV16). As células ectodermais néo
transformadas ou transformadas com E5 mutado (sem a presenca de 10 aa no
terminal C) ndo foram capazes de induzir o aumento da expressao nem da cav-1 nem
do GM1 (SUPRYNOWICZ et al., 2008).

Por sua vez, Tanaka et al. (2016) avaliou a presenca de varios gangliosideos
(incluindo o GM1) por meio da cromatografia com imunocoloragédo e qPCR (das varias
galactosiltransferases) em varias linhagens de cancer cervical. Foram utilizadas
linhagens de carcinoma escamoso (SKG-Illb, Boku, HKUSP), adenocarcinoma (OMC-
4, HCA-1), carcinoma adenoescamoso (HeLa) e carcinoma de célula pequena
(HCSC-1). Foi visto que 0 GM3 esteve presente em maior quantidade em relagcéo aos
outros gangliosideos enquanto o GM1 foi o mais frequente, estando presente em

todas as linhagens de cancer cervical (TANAKA et al., 2016).

29 COX-2

O COX-2 é uma enzima quinase presente em células inflamatorias e imunes,
como macroéfagos, neutrofilos, fibroblastos etc. Apresenta 604 aa que formam dois
sitios cataliticos cuja funcéo € converter o acido araquidénico, um &cido graxo poli-
insaturado (liberado dos fosfolipidios das membranas celulares pela fosfolipase A2),
em prostaglandinas (PGs) e outros eicosanoides. Estes compostos apresentam
estrutura quimica formada por 20 carbonos, incluindo um ciclopentano de onde se
originam duas cadeias laterais, e sado responsaveis por desempenhar inUmeras
fungdes bioldgicas no organismo (DIVVELA; CHALLA; TAGARAM, 2010).

Diferentemente da COX-1, a COX-2 é expressa de modo nao-constitutivo.
Sua sintese é induzida principalmente por IL-1 e TNF-a, quando um estimulo pro-
inflamatorio € produzido devido a presenca de uma infeccdo, em condicbes
carcinogénicas ou quando ha a ocorréncia de dano tecidual. A COX-2 também é capaz

de produzir PGs em maior quantidade do que sua isoenzima, a COX-1, cuja sintese
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desses compostos é importante para manutencao das fungdes fisiolégicas normais no
organismo (DIXON, 2003).

Sua regido promotora € composta por 250 pb onde se inserem quatro
elementos cis mais o TATA box (figura 15). Esses elementos estdo associados a
diversas vias e fatores de transcricdo centrais na carcinogénese, como por exemplo,
a via da MAPK e do NF-kB (DIXON, 2003). No cancer cervical, destaca-se a via do
NF-kB, que sofre interferéncia da oncoproteina E5 (DE FREITAS et al., 2017), o TATA
box, que é ativado pela auséncia da atividade da p53 promovida pela acdo da
oncoproteina E6, e a ativacdo da via JINK-MAPK que leva a ativagdo do elemento
CRE pela oncoproteina E7 (SUBBARAMAIAH; DANNENBERG, 2007), como também
pela oncoproteina E5, por meio do feedback positivo induzido pelo aumento na sintese
de PGE: (DE FREITAS et al., 2017) — algumas via de ativagédo da expressao da COX-

2 sao vistas na tabela 6.

M =) C
YRy,

NF-«xB NF-IL-6

TATA

—223/-214 —132/-124 —75/—72 —59/-53 -—31/-25 +1|

Figura 15. Regido promotora do gene da COX-2. A regido promotora do gene COX-2 é formada
pelo TATA box, que é inibida pela atividade da p53; o elemento CRE, que é ativada pelo fator de
transcricdo AP-1, resultado da via de sinalizagdo da MAPK; o elemento PEA3, que € ativado em
resposta a sinalizagdo por Wnt1/B-catenina e muta¢des no gene APC; o elemento NF-IL-6, que é
ativado pela ligagdo da proteina C/EBP por meio da cascata da MAPK dependente de Ras; e o
elemento NF-kB, fundamental pela ativacdo da transcricdo associada pela inflamag&o no cancer e
mediada pela ligagdo do NF-kB. Fonte: (DIXON, 2003).

Tabela 6. Vias de ativacdo da expresséo génica da COX-2 de ocorréncia ou
de possivel ocorréncia no cancer cervical

VIA REFERENCIA
E5/NF-1/AP-1/COX-2: E5 (HPV16) interage com o fator nuclear (DE FREITAS

1 (NF-1) resultando na inducdo da expressdo do fator de etal., 2017;

transcricdo AP-1 que, por sua vez, estimula a transcricdo da SALES;
COX-2. KATZ, 2012)
E5/NF-1/NF-kB/COX-2: Da mesma maneira como ocorre com (DE FREITAS
AP-1 ocorre para o NF-kB apos a interagdo do ES com o NF-1. et al., 2017)



E5/EGF-R/COX-2: E5 (HPV16) induz o aumento da expresséo
do EGF-R na membrana celular que, por sua vez, aumenta a
COX-2 por meio da sinalizacao intracelular.
E5/COX-2/PGE2/EP4/cAMP/PKA/CREB/EP4: E5 (HPV16)
induz a expressao de EP4 por mecanismo de feedback positivo:
a ativacao do receptor EP4 pela ligacdo de PGE2, leva a inducgao
da via de transducdo de sinal CAMP/PKA/CREB que ativa o
promotor de EP4 e sua transcricdo. Além de o PGE2 executar
essa funcdo de forma autOcrina, também pode estimular a
expressdo de EPs4 de forma paracrina, de modo que os
gueratindcitos situados em um mesmo local possam seguir um
processo de transformacdo em bloco e promover o
desenvolvimento e expanséo do cancer.

E6 e E7/EGF-R/Ras/MAPK/AP-1/COX-2/PGE2: E6 e E7
(HPV16) induzem a expressao da COX-2 por meio da ativacao
da via de transducdo de sinal do EGF-R, semelhantemente
como ocorre com a oncoproteina E5 (HPV16). Sendo assim, o
fator AP-1 liga-se ao elemento CRE no promotor da COX-2,
ativando a transcri¢cao do gene.

COX-1/COX-2/PGEz2: Foi visto que a inducdo da expressao da
COX-1 na linhagem de cancer cervical HeLa, houve um rapido
e sustentado aumento na expressdo da COX-2 e da PGE
sintase, 0 que resultou no aumento da sintese de PGE>. E
sugerida que a COX-1 também execute papel carcinogénico ja
gue sua expressao também é aumentada durante os estagios
de desenvolvimento do cancer cervical.
IL-1/COX-2/PGE2/IL-1a: IL-1 € uma citocina produzida por
linfcitos, mondcitos, macréfagos, fibroblastos, células epiteliais
e endoteliais, e induz a expressédo da COX-2 e a producao de
PGE-2, o que resultou no aumento da capacidade metastatica do
tumor e na inducéo da sintese de IL-1a por feedback positivo.

(DE FREITAS
et al., 2017)

(DE FREITAS
et al., 2017,
SALES;
KATZ, 2012)

(SUBBARAM
AIAH;
DANNENBER
G, 2007)

(SALES;
KATZ, 2012)

(DIVVELA:
CHALLA:;
TAGARAM,
2010)
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IL-17/COX-2/PGE2: a inducdo da expressao da COX-2 por IL- (Ll etal.,
17 promoveu a diferenciacdo dos macrofagos/mondcitos parao 2014)
fendtipo M2

EGF-R/p38/MAPK/Sp1/COX-2/VEGF: Embora esse (HU etal.,
mecanismo de ativagdo da expressdo da COX-2 tenha sido 2017)
visto no adenocarcinoma ductal pancreéatico, é possivel que

ocorra também em outros tipos de cancer, incluindo o cervical.

Neste, por exemplo, observa-se a ativacdo da via do EGF-

R/MAPK (DE FREITAS et al., 2017) e 0 aumento na expressao

de Sp1 (DONG et al., 2017) que, quando inibida, causa reducao

da proliferacdo e invasao celulares.

De modo geral, a COX-2 esta associada a promogéao e ao estabelecimento do
cancer devido sua acao pré-inflamatdria, o que ocorre de maneira semelhante para o
cancer cervical. A modulacéo positiva desta molécula esta constantemente associada
a situacdes clinicas adversas, 0 que correlaciona a presenca desta enzima ou o
aumento dos seus niveis ao mal prognostico. Como exemplo, niveis elevados de sua
expressdo associam-se a ocorréncia de metastase e a diminuicdo da taxa de
sobrevida total (ST) (DE FREITAS et al.,, 2017; DIVVELA; CHALLA; TAGARAM,
2010).

Outras duas moléculas relacionadas a COX-2 também estdo associadas ao
desenvolvimento do céancer cervical e de outros tipos de tumores: sdo o NF-kB e a
prostaglandina E2 (PGEz). Estas duas moléculas de sinaliza¢do potencializam o efeito
pré-carcinogénico da COX-2 sendo, por diversas vezes, o0 meio que a COX-2
desempenha suas fungdes e, por isso, também estdo fortemente associadas ao
prognastico desfavoravel. O primeiro € um fator de transcricdo que esta envolvido em
inimeras vias fisiologicas cujas desregulacdes levam a geragdo de patologias, entre
elas o céancer. Este fator de transcricdo esta envolvido na expressdo de genes
envolvidos na sobrevivéncia celular, proliferacdo, angiogénese, inflamacéo,
metastase, invaséo, resposta imune, resisténcia a terapia etc (figura 16) (BAUD;
KARIN, 2009; DE FREITAS et al., 2017; XIA; SHEN; VERMA, 2014).

A PGE:2 também desempenha varios efeitos pro-tumorigénicos, desde a
inducdo da proliferacdo e migracdo celular, resisténcia a apoptose, angiogénese,

invasao e metastase, a varios efeitos imunolégicos/inflamatérios como a inibicdo da
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maturacéo dos linfécitos T, da atividade das células NK e a inducéo da diferenciacéo
dos macrofagos para o fenétipo M2 (DE FREITAS et al., 2017; DIVVELA; CHALLA,
TAGARAM, 2010; LIU; QU; YAN, 2015). Mais informacdes sobre as atividades proé-
carcinogénicas da COX-2 e da PGE:2 observadas tanto no cancer cervical quanto em

outros tipos de tumor podem ser vistas na tabela 7.

‘ Inflammation Proliferation
TNF, IL-1, IL-8, MIP2, MCP1, Cyclin DI, Cyclin E, CDK2,
iNOS, COX2, ICAM], ELAMI MYC, TNF, IL-, IL-6

Cell death and anti- \ Survival

liferstive SHoct BFL, GADD45M, BCL-2, BCL-X,.
Proficrative clsee — e TRAF1/2, XIAP, cIAP1/2, FLIP,
FaslL, Fas and DR4/5,

z A A20, IEX-IL, survivin, telomerase,
P53, p21Yetves

MnSOD
3 : Tumour promotion
é;gﬁegnﬁs_?, 6 and metastasis
VEGF ’IL~'8 H’m(l TNF UPA, MMP2/9, VCAMI, ICAMI,
| dimadh ) ELAMI, KALIL, COX2, iINOS

Figura 16. Genes alvos do NF-kB envolvidos no desenvolvimento e progressao do cancer.
Fonte: (BAUD; KARIN, 2009).

Tabela 7. Atividades e efeitos pré-carcinogénicos da COX-2 e PGE2
TIPO DE ATIVIDADES E EFEITOS DA COX-2/PGE:2 REFERENCIA
CANCER

Cervical A COX-2, por meio da PGE: e outras vias, foi (BARROS et al.,

correlacionada com diversos efeitos pr6- 2018a; DE
carcinogénicos: imunossupressao, aumento FREITAS et al.,
do crescimento celular, metastase para os 2017; HUANG et
linfonodos, angiogénese, inibicdo da al., 2013; SALES;
apoptose, resisténcia a quimioterapia, entre KATZ, 2012)
outros (mais detalhes e outros estudos
podem ser vistos na secdo 5.4.7).
Linhagens  IL-17 induziu a expressdo da COX-2edasua (Ll etal., 2014)
celulares via de sinalizacdo COX-2/PGE2, o que

de cancer



cervical,
pulmonar e
prostatico

Mamario

Endometrial

Pulmonar

resultou na inducéo da diferenciagéo para os
macréfagos M2

A sintese de PGE: pela atividade da COX-2
causa a inibicdo da apoptose devido a
indug&o do aumento da BCL-2 e diminuigao
da BAX, que sdo anti e pré-apoptotico
respectivamente. Além disso, em
decorréncia da atividade da COX-2/PGE2
ocorre: diminuicdo dos sinais do Oxido
nitrico, aumento da angiogénese (devido ao
VEGF),

invasividade (devido ao aumento de CDa),

aumento  do aumento da

aumento do crescimento celular (via ativacéo
do EGF-R),

metaloproteinases e

aumento na producdo de
inducao da
transformacéo celular (devido a sintese de
mutagénicos pelo metabolismo do &cido
araquidonico).

A COX-2 levou ao aumento da expressao de

VEGF e, consequentemente, a angiogénese.

A sintese de PGE:

expressdo da COX-2 mediada por IL-1 leva

pela inducdo da
a metastase de células de melanoma ao
pulmdo em modelo de camundongo. Outros
estudos revelaram que o aumento nos niveis
de COX-2 e PGE:

imunossupressao, desbalanco na sintese de

resultou em

citocinas, reducdo no processamento de
antigenos pelas DCs e aumento do

crescimento celular.

(DIVVELA,;
CHALLA;
TAGARAM,
2010; HARRIS;
CASTO;
HARRIS, 2014)

(DIVVELA;
CHALLA;
TAGARAM,
2010)
(DIVVELA;
CHALLA;
TAGARAM,
2010)
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Gastrico

Colorretal

Prostatico

Linhagem
FcyR P815
como
modelo de
cancer

Pancreatico

O aumento da COX-2, induzido pela bactéria
Helicobacter pylori por meio da ativacdo da
expressao do NF-kB, provocou o aumento de
VEGF.

Interfere no ciclo celular por meio do receptor
EPa e de
p21WAF1/CIP1.

expressao alterada

COX-2 e PGE2 induzem o crescimento
celular, ou por intermédio do PKC ou pela
acao do PKA.

Foi visto que a PGE: inibiu a expressao dos
principais receptores de ativacao das células
NK (NKG2D, CD16, NKp30, NKp44, NKp46)
e, consequentemente, diminui sua atividade
citotoxica.

A ativacdo da expressdo da COX-2 por Spl
mediada pela via do EGF-R/MAPK, causou
angiogénese dependente de VEGF (foi
impedida com a inibicdo da COX-2).

67

(DIVVELA;
CHALLA;
TAGARAM,
2010)
(DIVVELA;
CHALLA;
TAGARAM,
2010)
(DIVVELA;
CHALLA:;
TAGARAM,
2010)
(MARTINET et
al., 2010)

(HU et al., 2017)

Laringeo Observou-se que a COX-2 causou (DIVVELA;
resisténcia a radioterapia CHALLA;
TAGARAM,
2010)
2.9.1 COX-2 e aterapéutica no cancer cervical

Devido ao papel central que a COX-2 desempenha na carcinogénese cervical,

incluindo sua funcéo exercida na resisténcia a terapia a este cancer (FERRANDINA

et al., 2002), este marcador tem sido avaliado em sua terapéutica. Inibidores da COX-

2 ou de seu principal produto PGE2, ou ainda o uso de antagonistas dos receptores

de prostaglandinas, tém sido frequentemente utilizados no tratamento de outros tipos
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de tumores, como no de mama, pulmonar, colorretal, etc, devido aos mudltiplos
aspectos da carcinogénese em que a COX-2 contribui. Um exemplo foi o uso do
anticorpo monoclonal anti-PGE2 em modelo murino de carcinoma pulmonar, que
resultou na diminuicdo da taxa de crescimento celular e aumento da sobrevida
(DIVVELA; CHALLA; TAGARAM, 2010). A respeito do cancer cervical, pode-se citar
alguns estudos, a partir dos quais pode-se concluir que o uso de inibidores da COX-2
nao tem apresentado efeitos clinicos relevantes ou estatisticamente significantes
guanto a regressao dos estagios de neoplasia de alto grau. Contudo, alguns efeitos
anti-carcinogénicos podem ser observados. Descreve-se:

i. Celecoxib, inibidor seletivo da COX-2, causou a reducédo de marcadores da
proliferacéo celular e angiogénese nas pacientes com cancer cervical (FERRANDINA
et al., 2003);

ii. Em ensaio fase Il para tratamento de cancer cervical localizado avangado,
pacientes tratados simultaneamente com quimiorradiacdo e celecoxib nao
apresentaram nenhum acréscimo na taxa de resposta. No entanto, apresentaram
efeitos cardiotoxicos e formacao de fistulas (VICI et al., 2014).

iii. Utilizando a linhagem de céancer cervical HelLa, foi observado que o
celecoxib causou o aprisionamento do ciclo celular e apoptose. Seus resultados foram
comparados com a cisplatina, a droga utilizada como controle positivo do ensaio.
Ambos desempenharam estes efeitos pela inducdo da expressdo da p53
(SETIAWATI, 2016).

iv. Em ensaio estratificado randomizado duplo-cego fase Il em pacientes com
lesbes em NIC lll, o celecoxib ndo causou regressao do estagio histolégico de modo
significante estatisticamente em relacdo ao grupo placebo, o que poderia estar
relacionado com a posologia (400mg uma vez ao dia em vez de duas vezes). No
entanto, houve significancia estatistica quando esta comparacdo foi feita
considerando os altos niveis de VEGF sorolégico das pacientes, havendo maiores
taxas de regressédo do grupo que recebeu a droga em relagdo ao grupo placebo.
Portanto, o VEGF poderia ser considerado como fator predisponente para execucéo
de tratamento personalizado, como o fato de prever o quanto a paciente pode se
beneficiar a partir do uso do celecoxib (RADER et al., 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PACIENTES E AMOSTRAS

Foram coletadas 171 biépsias de regifes de lesdo cervical do colo uterino de
pacientes do atendimento ambulatoério do Instituto de Medicina de Pernambuco
Professor Fernando Figueira (IMIP) e do Hospital das Clinicas (HC - UFPE). Dentre
estas 92 amostras (tabela 8) foram viaveis para realizacdo dos ensaios de qPCR. As
pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). O projeto
foi aprovado pelo Comité de FEtica e estd sob a identificacido CAAE:
03606212.7.0000.5208.

Espécimes provindos de regides com alguma lesao indicativa de condicao
pré-neoplasica ou neoplésica foram coletadas e embebidas imediatamente em
solucdo de RNAIlater (Qiagen) presente em tubo de 2,0 mL com tampa rosqueavel.
Essa solucéo é util para conservar o RNA. Depois os tubos contendo as amostras de
biépsias foram armazenados sob uma temperatura de -80°C até o procedimento de
extracdo dos acidos nucleicos. Mulheres infectadas pelo HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) ou gravidas foram excluidas do estudo.

As amostras entdo, foram classificadas de acordo com o estagio de leséo
histopatoldgica. Os grupos controles foram dois, o normal, em que amostras sem
alteracdes displasicas foram consideradas, independente de apresentarem infec¢éo
pelo HPV ou ndo; e o normal Il onde as lesGes sem alteracdes displasicas e sem
infecgéao pelo HPV foram consideradas.

Tabela 8. Distribuicéo histopatoldgica e genotipica das amostras coletadas

AMOSTRAS CLASSIFICACAO GENOTIPO
105HC NORMAL HPV16
104HC NORMAL HPV58
02HC NORMAL SEM VIRUS
04HC NORMAL HPV31
O5HC NORMAL SEM VIRUS
22HC NORMAL HPV58

32HC NORMAL HPV58



35HC
43HC
45HC
74HC
77THC
08IM
21IM
24IM
43IM
49IM
51IM
86HC
51HC
54HC
63HC
59HC
46HC
40HC
37HC
14HC
11HC
03HC
27HC
21HC
19HC
18IS
73HC
82HC
84HC
87HC
04IM
37IM
051S

NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NORMAL
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC |
NIC I
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HPV31
HPV16
HPV58
HPV58
HPV58

SEM VIRUS
SEM VIRUS
SEM VIRUS
HPV16
SEM VIRUS
HPV16
HPV16

HPVs16, 31 e 58
HPV31
HPV58

HPVs16, 31 e 58

SEM VIRUS
HPVs16 e 58
HPVs31 e 58
HPV31
HPVs16 e 31
HPV16
HPVs16 e 58
HPVs16 e 31
HPVs16 e 31
HPV16

HPVs16, 31 e 58
HPV31
HPV31

HPVs31 e 33
SEM VIRUS
HPV31
HPVs16 e 31



161S
171S
321S
68HC
69HC
70HC
72HC
06HC
15HC
76HC
48HC
79HC
80HC
92HC
114HC
14IM
26IM
28IM
32IM
061S
071S
13IS
191S
251S
07HC
08HC
10HC
41HC
47HC
49HC
78HC
29HC
97HC

NIC I
NIC I
NIC Il
NIC I
NIC I
NIC I
NIC I
NIC Il
NIC I
NIC I
NIC I
NIC I
NIC I
NIC I
NIC I
NIC I
NIC I
NIC I
NIC I
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
NIC 1l
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HPV31
SEM VIRUS
HPV16
HPVs58 e 18
HPVs58 e 33
HPVs16, 31 e 18
SEM VIRUS
HPV31
HPV16
HPVs16 e 31
HPVs16 e 31
HPVs31 e 58
SEM VIRUS
SEM VIRUS
SEM VIRUS
HPV16
HPV31
HPV16
HPV45
HPVs16 e 31
SEM VIRUS
HPV31
HPV31
SEM VIRUS
HPV58
HPV31
HPV58
HPV16
HPV16
HPVs16 e 58
HPVs16, 31 e 58

HPV16



101HC NIC Il HPVs16 e 58
98HC NIC Il HPV16
99HC NIC 1l HPVs58 e 33
91HC NIC 1l HPVs31 e 58
115HC NIC Il HPV31
06IM NIC Il HPV31
18HC CANCER HPVs16 e 31
55HC CANCER HPV31
58HC CANCER HPVs16 e 31
67HC CANCER HPVs31 e 58
106HC CANCER HPV16
88HC CANCER SEM VIRUS
95HC CANCER HPVs16 e 58
38HC CANCER HPVs16 e 31
25HC CANCER HPV16
100HC CANCER HPV16
103HC CANCER HPVs16 e 58
16IM CANCER HPV16
20IM CANCER SEM VIRUS
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3.2 EXTRACAO DE DNA E DETECCAO DO HPV

Para extracdo do DNA as bidpsias (30 mg) foram maceradas em nitrogénio
liquido e homogeneizadas no Trizol reagent (Qiagen). Em seguida a suspenséo foi
homogeneizada em cloroférmio e centrifugada para formacédo de trés fracOes: a
superior contém o DNA, a intermediaria 0 RNA e a inferior as proteinas. Sendo assim
as fracbes foram recuperadas por pipetagem para execugao dos respectivos
procedimentos de purificagcdo. A purificacdo do DNA foi executada por meio do
DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen).

A deteccao do HPV nas amostras de DNA foi feita por meio da realizacdo da

PCR com o par de primers My09/11.



3.3 GENOTIPAGEM E PRIMERS

A genotipagem foi realizada por meio de PCRs com primers especificos para
cada tipo viral (HPV16, 31, 58, 18 e 33). Esses primers (tabela 9) foram desenhados
por meio do software CLCbio Main Workbench 5.7.1 version ou do Primer3, e foram

utilizados para avaliagdo da expressdo génica apds terem sido testados sua

temperatura de anelamento 6tima (Ta), suas eficiéncias e validados.

Tabela 9. Relacéo de primers utilizados para genotipagem e qPCRs

PAR

HPV16 ESF
ESR
49 F
49 R
HPV31l 41F
41 R
34 F
34 R
44 F
44 R
HPV58 20 F
20R
21F
21 R
22 F
22 R
HPV18 13F
13R
17F
17 R

SEQUENCIA

5-ACT GGC GTGCTTTTTGCT TTG -3
5'- GAC ACA GAC AAA AGC AGC GG -3
5'-TGC AAT GTT TCA GGA CCC -3
S'CAT AACTGT GGTAACTTT CTG GG3'
5-GCT GTC TGT GTC GGT ATAT -3

5'- AAA ACA ACG TAATGG AGA GG -3
5'- ACC GTT GTG TCC AGA AGA AA -3
5'-CAA CGT CCT GTC CACCTT C-3'

5'- ACA GAG CAC ACA AGT AGA -3'

5'- AGT AGA ACA GTT GGG GCA -3
5'-GGG TCG GCT CTACGAATTTT -3
5-CTT GTT GGG TTAAGT ATT GTG C3'
5'-ATG TTC CAG GAC GCA GAG G -3
5'- ATT TCATGC ACA GAT GTC TCC -3
5'- AAA CAA CCC AAC GCT AAG AGA -3
5'-GCC CGT CCAAGCCTATTTC -3
5-CGCTTT TGC CAT CTG TCT GT -3'
5'-ACA CAAATACCAATACCCATGC3
5'- ATT AAT AAG GTG CCT GCG GTG -3
5'-TGG CACTGG CCT CTATAGT -3

Tae
COMPRIMENTO
DO AMPLICON

60°C / 78 pb

57,7°C /51 pb

53,7°C / 82 pb

55,8°C /84 pb

55,7°C / 82 pb

60°C / 94 pb

60°C / 77 pb

60°C / 116 pb

58°C / 54 pb

52,5°C /114 pb
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18 F 5'- AGC GAC TCA GAG GAA GAA AAC 3

58°C / 97 pb
18 R 5- CTG GCT TCA CAC TTA CAA CAC -3
HPV33 1F 5-CTATGC TTG GTT GCT GGT GT -3'
61°C /53 pb
1R 5-GAG ATC CCA CAA ACA CCC AAA -3'
4F 5-TATTTC GGG TCG TTG GGC A -3'
58°C / 64 pb

4R 5-TGCAGTTTCTCT ACGTCGG -3
5F 5-ACA CAA GCC AAC GTT AAAGGA -3

61°C /107 pb
5R 5-CCAAGCCTT CAT CCT CAT CT -3'

3.4 PURIFICACAO DE RNA E SINTESE DE CDNA

Para a purificacdo do RNA a fragdo anteriormente separada dos outros
componentes (DNA e proteinas) foi submetida ao miRNeasy kit (Qiagen).

Para avaliacdo da integridade do RNA uma corrida eletroforética configurada
para utilizacdo de RNA foi realizada e as amostras foram quantificadas pelo Nanodrop
spectrophotometer (ThermoScientific Wilmington, USA). Em seguida 1 ug das

amostras de RNA foram submetidas a transcri¢do reversa por meio do miScript Il RT
kit (Qiagen).

3.5 PCR QUANTITATIVA (QPCR)

A gPCR foi realizada para os alvos citados anteriormente com 0s primers
citados no item 5.3. Fora utilizados os genes enddgenos (ou de referéncia) GAPDH e
ACTB para geragao do fator de normalizacdo e dos valores de quantificagdo relativa
para todos os alvos avaliados. Para determinacao da eficiéncia dos pares de primers
utilizados foi realizado uma curva padrao onde uma amostra teste cDNA do banco de
amostras foi diluida de forma seriada na proporgéo de 10x.

Para execugéo da gPCR foi utilizado o Quantitect Sybr green PCR kit (Qiagen)
ou Syber green Master mix kit (Promega). A reagdo ocorreu no termociclador Rotor
Gene 6000 (Qiagen, Hilden, Germany) e cada amostra foi feita em duplicata. Uma
amostra calibradora foi mantida entre todas as corridas a fim de evitar as alteracdes

entre as corridas. Os valores do limiar comparativo (Ct) serdo convertidos a uma razao
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com relacdo ao controle e genes de referéncia e os dados de quantificacdo relativa
serdo gerados de acordo o modelo gBase (HELLEMANS et al., 2007) para analise

dos dados de expressao.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Realizou-se por meio dos softwares GraphPad Prism (versao 5.0) e do
Stata/SE (versao 12.0). O teste D'Agostino-Pearson foi feito a fim de determinar se os
dados estavam organizados sob a distribuicdo de Gauss. O teste de Kruskal-Wallis foi
executado com o objetivo de comparar os niveis de expressdo em todos 0s estagios
de desenvolvimento do cancer simultaneamente, enquanto o teste de Mann-Whitney-
Wilcoxon foi realizado a fim de comparar dois grupos entre si por vez. Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETECCAO VIRAL

O DNA das biopsias foi extraido e utilizado para realizacdo de ensaios de PCR

utilizando o par de primers My09/11 para deteccéo da presenca do papilomavirus nas

amostras. Esse par de primers amplifica uma sequéncia especifica para o HPV.

Figura 17. Corrida eletroforética de produtos da PCR do par de primers My09/11 (primeira
fileira) e da B-actina (segunda fileira). O tamanho do produto de PCR do par My09/11 é em torno
de 300pb enquanto da B-actina € em torno de 125pb. A corrida ocorreu durante 30 minutos em 80V
em gel com 2% de agarose.
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4.2 GENOTIPAGEM

801

N° de amostras

Genotipos virais

Figura 18. Genotipagem das amostras. Entre as amostras que apresentaram um genétipo e as
gue exibiram coexisténcia de dois ou trés, observou-se 65 amostras positivas para o HPV16, 57
para o HVP31, 35 para o HPV58, 10 para o HPV18 e 4 para o HVP33.

4.3 EXPRESSAO DO ONCOGENE E5 DOS GENOTIPOS 16, 31, 58

Foram avaliados os perfis de expressdo do oncogene E5 dos gendtipos 16,
31 e 58. Para os gendétipos 33 e 18 ndo houveram amostras suficientes viaveis para

realizacdo de uma analise.

4.3.1 Expressao do oncogene E5 do HPV 16

O perfil de expressao do mRNA do oncogene E5 do HPV 16 foi analisado nas
amostras cervicais das pacientes. Os resultados demonstram que houve um aumento
na expressdo de E5 em todos os niveis de lesdo cervical. Entretanto, valores
estatisticos s6 foram observados entre os grupos NIC | e NIC Ill em relagcdo ao
controle, grupo normal (figura 19). Observa-se também que a expressao de E5 foi
sutilmente maior nos estagios de alto grau e cancer (invasao).

Na literatura, € comumente encontrado e sugerido que a expressao de E5 é
maior nos estagios de menor grau pré-neoplasico do que em estagios de maior grau
ou no proéprio carcinoma. Isto se deve a presenca da integracdo do genoma viral ao

genoma do hospedeiro, pois este evento causa a perda do oncogene E5 e, portanto,
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este oncogene atuaria no estagios iniciais da carcinogénese cervical (DIMAIO;
MATTOON, 2001; LORENZON et al., 2011; NAGAO et al., 2002).
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Figura 19. Niveis de expressédo do oncogene E5 (HPV16). Lesbes de NIC I, NIC Il, NIC Ill, cancer
comparadas entre si e entre o0 grupo normal (amostras que ndo apresentam alteracdes displasicas).

No entanto, a expressdo de E5 também foi encontrada no cancer e nos
estagios de maior grau pré-neoplasico (CHEN et al., 2014; HAFNER et al., 2008;
SAHAB et al., 2012; SHIRASAWA et al., 1988), como foi observado em nossas
amostras. Hafner et al. (2008), por exemplo, encontrou altos niveis do transcrito de E5
em poucas amostras de carcinoma e concluiu que a expressao de E5 nédo estava
correlacionado com o estagio histoldgico da lesdo, mas apenas com o status fisico do
virus - se epissomal ou integrado (HAFNER et al., 2008). Chang et al. (2001), por sua
vez, avaliou a expressao de E5 por imuno-histoquimica e verificou a presenca dessa
oncoproteina além de nas lesdes de baixo grau, também nas de alto grau e cancer.
Eles relacionaram a expressédo de E5 encontrada nos estagios de alto grau e cancer
ao HPV epissomal, e concluiram que E5 ndo pode ser utilizado como marcador da
transicdo da condicdo benigna para maligna (CHANG et al., 2001).

Algumas hipoteses tém sido criadas para explicar estes resultados opostos,
apesar deste tema ainda ser controverso. Aqueles que encontram baixa expressao de
E5 no estagio de alto grau e carcinoma baseiam-se na hipétese da perda fisica do
oncogene E5 ap6s a integracdo do genoma viral ao genoma do hospedeiro,
juntamente com a perda de E2. Outros pesquisadores, como descrito por Chang et al.
(2001), defendem a ideia que formas epissomais do virus também estéo presentes no
estagio de alto grau e carcinoma e sao responsaveis pela expressao do oncogene E5.

De acordo com os nossos achados, pode-se sugerir que € possivel que o E5

contribua para a carcinogénese cervical também nos estagios mais tardios. Como na
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amostra existem um conjunto amplo de células, € possivel gue em um mesmo estagio,
seja ele de alto grau ou carcinoma, coexistam populacdes celulares com graus menos
e mais avancados de malignidade. Dessa maneira, populacdes em estagios onde a
malignidade é mais evidente pode contribuir de forma paracrina para a carcinogénese
de populagfes celulares vizinhas em estdgios mais iniciais de malignidade, onde o
genoma viral ainda ndo tenha se integrado. Sabe-se que inUmeros outros fatores
contribuem para a carcinogénese cervical e este ndo depende somente da influéncia
dos oncogenes virais proprios das células infectadas. Os oncogenes agem de forma
extracelular, por meio da secrecdo de fatores imunoldgicos e de moléculas de
sinalizagdo que viabilizam as ac¢des das células estromais e da resposta inflamatoria,
como os macroéfagos, neutréfilos e mastocitos. Portanto, € possivel que o tumor
contenha células com diferentes status fisico do HPV e que estas células interajam
entre si e com outras no microambiente tumoral de modo a estabelecer um padrao
maligno em todas as camadas do tecido cervical. A figura 20 mostra a influéncia de
uma célula que expressa E5 sobre outra por meio da inducdo da secrecdo IFN-3 e
exemplifica essa hipétese. Outra possibilidade ainda é que a coexisténcia de virus
com diferentes status fisico ocorra em uma mesma célula e que possam contribuir
conjuntamente para a transformacao celular.

Ainda existe outra linha que relata a deteccao de E5 em células que contém
exclusivamente o genoma viral integrado (SAHAB et al., 2012), o que pode explicar
os altos niveis de expresséo observados em Hafner et al. (2008), Chen et al. (2014) e
no nosso estudo. Estudos prévios que motivaram Sahab et al. (2012) tém observados
o transcrito de E5 em células com o genoma viral integrado. Parece que nem sempre
0 oncogene E5 é perdido em seguida a integracéo viral ao genoma do hospedeiro e
que outros hot spots do genoma viral podem representar importantes sitios frageis
para quebra génica.

Variacdes entre os resultados também podem decorrer de outras razbes como
os diferentes modelos experimentais utilizados. O reduzido nimero de amostras dos
modelos in vivo e as proprias diferencas entre os modelos, como o in vitro vs in vivo,
0 método utilizado para mensuracdo da expressao quantitativa relativa ou ainda o
padrao de controle utilizado. Além disso, variacdes entre e dentro das populacoes e
entre pacientes (diferencas clinicas e biologicas) também podem confundir a

interpretacéo dos dados.
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Figura 20. Sintese de interferéncia e vias de sinalizacdo. A oncoproteina E5 induz a sintese de
IFN por meio da ativagdo da via de sinalizagdo do NF-kB e da proteina IRF-1. O IFN secretado
entdo, pode agir sobre células vizinhas modificando sua expressédo génica. (1) PRR / MAVS
(sinalizacéo antiviral mitocondrial) ativa a IKK que libera o NF-kB. (2) O NF-kB, o IRF-3 e 0 ATF-2/
c-Jun formam um complexo de transcricdo que recruta o (3) enhancer da CPB / P300 para o
promotor do IFN-B. (4). Este complexo (juntamente com o IRF-1) liga-se a (5) regibes particulares
do DNA (PRDI, PRDII e PRDIV) que resultam na (6) transcricdo génica do IFN-B. De modo
independente de IFN, (7) dsRNA viral induz (8) a sinalizacdo de PKR-IRF3. Os IFNs produzidos
exercem suas atividades nos queratinécitos por meio da (9) interagdo com receptores especificos
do tipo IFN e (10) desencadeando as vias de sinalizagdo JAK/STAT. IFN-a, IFN-B e IFN-A interagem
com receptores associados a tirosina quinases JAK1 e Tyk2 que induzem a ativacéo e a formacao
de dimeros do fator transcricional STAT1/STAT2 por fosforilag&do. Este dimero forma um complexo
com o fator estimulador génico de IFN-3y (ISGF-3y), também chamado fator regulador do IFN-9
(IRF-9) ou P48, que se liga a sequéncia ISRE do DNA. Por sua vez, o IFN-y liga-se a receptores
associados as tirosina quinases Jakl e Jak2 que induzem a formacdo do homodimero
STAT1/STAT1. Finalmente, (11) a ligacdo de fatores de transcricdo a elementos responsivos
especificos (ou seja, ISRE e GAS) de DNA leva a expresséao de (12) ISGs.

Fonte: (DE FREITAS et al., 2017).
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4.3.2 Expressao do oncogene E5 do HPV 31

O perfil de expressdo do RNAm oncogene E5 do HPV31 foi avaliado e
nenhuma comparagao apresentou valores de p estatisticamente significantes (figura
21). Pode-se observar, contudo, que existe um padrédo semelhante ao apresentado
pelo E5 do gendtipo 16, isto €, a expressao desse oncogene aumenta de acordo com
o grau de malignidade histolégico. Assim como o E5 do HPV16, o E5 do HVP31
também tem func¢des anti-imunolégicas (interage com a cadeia pesada do MHC |,
comprometendo a apresentacdo de antigenos) que contribuem para a imunoevasao
viral e, consequentemente, para a carcinogénese (VENUTI et al., 2011). Além disso,
este oncogene € importante para a completa expressao do genoma viral e formacao
de colénias (DIMAIO; PETTI, 2013). Embora o E5 do HPV31l tenha sido pouco
avaliado, infere-se que muitas de suas atividades sejam semelhantes ao E5 do

HPV16, mesmo porque ambos possuem a mesma variante génica (E5a).
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Figura 21. Niveis de expresséo do oncogene E5 (HPV31). Lesdes de NIC I, NIC II, NIC Ill, cancer
comparadas entre si e entre o grupo normal.

4.3.3 Expresséo do E5 do HPV 58

O perfil de expressdo do RNAm do E5 do genétipo 58 ndo mostrou nenhum
valor de p significante entre os estagios pré-neoplasicos (figura 22). Houve um n
reduzido de amostras, o que influenciou na possivel significancia estatistica. E
importante notar que o grupo sem lesdo demonstrou um padréo de expressdo mais
elevado que os demais, diferentemente do que ocorreu para os dois genoétipos
anteriores, 0 16 e o 31. Isso sugere que a oncogenicidade do E5 (HPV58) deve ser

menor que os dos outros dois gendtipos. De fato a frequéncia de casos de cancer
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cervical € mais frequente em pacientes infectadas pelo HPV16, semelhantemente ao
gue ocorre no nordeste brasileiro e no estado de Pernambuco (GURGEL et al., 2015).
Assim como ocorre para o E5 do HPV3l, o E5 do HPV58 também ndo é muito

frequente em estudos sobre cancer cervical.
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Figura 22. Niveis de expressédo do oncogene E5 (HPV58). (A) Lesbes de NIC I, NIC II, NIC I,
cancer comparadas entre si e entre o grupo normal.

4.3.4 Expressédo do E5 dos genotipos estudados

O perfil de expressdo do oncogene E5 (figura 23) foi avaliado todas as
amostras que apresentaram pelo menos um dos trés gendtipos (16, 31 ou 58). Para
as amostras que continham mais de um ou os trés, foi considerado o maior valor de
guantificacdo relativa. Pode-se perceber que o oncogene E5 continua a ser mais
expresso no estagio NIC Ill. J& quando comparados 0s outros estagios histolégicos

os niveis de expressado foram semelhantes entre si.
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Figura 23. Niveis de expressdo do oncogenes E5. Les6es de NIC I, NIC II, NIC lll, cancer
comparadas entre si e entre o grupo normal.
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4.4 EXPRESSAO DA CAVEOLINA-1

Nos dados gerados observados nos graficos da figura 24 a seguir, foi visto
gue a expressao do RNAm da cav-1 em lesdes cervicais foi maior no estagio de NIC
| em relacdo aos estagios posteriores (NIC Il, Ill e Cancer), sendo p= 0,0314 (NIC | x
NIC II), p= 0,05 (NIC I x NIC III), p= 0,0268 (NIC | x Cancer). Quando o grupo normal
(amostras que ndo apresentaram quaisquer anormalidades no resultado
histopatolégico) foi considerado em seu conjunto total de amostras, ou seja,
independentemente de serem detectados HPV, ndo houve diferenga estatisticamente
significante quando comparados aos outros grupos. Quando foi considerado o grupo
normal Il (amostras sem anormalidades e sem deteccdo de qualquer dos hrHPVs
avaliados) foi visto diferenca estatistica significante entre este grupo e o NIC | (p=
0,0029) e o NIC Il (p=0,0176).

Ainda foi observado que, quando as amostras foram submetidas ao sistema
Bethesda de classificacdo e considerando o grupo normal Il, o teste de Kruskal-Wallis
resultou em valor de p significante (p= 0,0062). Quando aplicado o teste de Mann-
Whitney, foi visto diferenca estatisticamente significante entre os grupos: Normal Il x
baixo grau (p= 0,0029), normal Il x alto grau (p= 0,039), baixo grau x alto grau (p=
0,0168) e baixo grau x cancer (p= 0,0268).
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Figura 24. Niveis de expressao da caveolina-1. Lesdes de NIC I, NIC II, NIC Ill, cancer

comparadas entre si, entre o grupo normal (A) e normal Il (B).
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Como descrito anteriormente, a caveolina-1 é uma proteina que faz parte do
complexo caveolae. Esta proteina contribui para a entrada do HPV no queratinécito e
modula inUmeras vias de transducao de sinal, entre elas, aquelas envolvidas em
processos carcinogénicos, como as que regulam o crescimento celular, apoptose e a
resposta imune.

E reportado na literatura cientifica que esta proteina funciona como um
importante supressor tumoral. Em modelos de cancer, foi visto que a cav-1 inibe o
crescimento celular por aprisionamento na fase Go/G1 por mecanismo dependente de
p53 (GALBIATI et al., 2001). A respeito do cancer cervical, seus niveis foram
encontrados baixos em véarias linhagens desse tipo de cancer (RAZANI et al., 2000).

Foi visto nesse estudo que a expressao desta proteina foi maior durante o
estagio de NIC |, caracterizado por células ainda ndo transformadas, o que poderia
representar um sucesso da cav-1 em conter a progressdo neoplasica no tecido
cervical. Quanto aos estagios mais avancados e de carcinoma, os niveis de RNAm
sao relativamente menores, de acordo com que é reportado na literatura comumente,
o gqual relaciona a cav-1 a supressao tumoral, conforme visto na se¢ao 2.5.2.

Foi demonstrado que a cav-1 inibe a carcinogénese de diversas maneiras,
principalmente por bloguear a atividade de proteinas quinases relacionadas a
mitogénese, migragdo e invasdo celulares e crescimento independente de
ancoragem. Proteinas como a EGF-R, PDGFR e vias de sinalizacdo como a Ras-
p42/44 MAKP e da PI3K sofrem a interferéncia da cav-1 (BOURAS; LISANTI;
PESTELL, 2004; COUET; SARGIACOMO; LISANTI, 1997; ENGELMAN et al., 1998a;
GALBIATI et al., 1998). Sendo estas vias também envolvidas na resposta imune, é
sugerido que a cav-1 também contribua para o interrompimento da carcinogénese
dessa maneira. Por exemplo, sabe-se que a cascata da PIK3 é utilizada pelo TGF-
para cumprimento de seus efeitos imunomodulatorios (DE FREITAS et al., 2017).
Sendo a cav-1 um inibidor da PI3K, poderia assim contribuir para o impedimento da
imunoevasao viral.

Em fibroblastos dermais humanos, foi visto que a cav-1 funcionou como
regulador positivo da via de sinalizagcdo TGFB/Alk1/Smad1 (HAINES et al., 2012),
assim como em outros tipos celulares (MEYER et al., 2011; SANTIBANEZ et al., 2008)
e ainda ndo avaliado nos queratinécitos cervicais. Sendo esta via importante na
carcinogénese cervical e onde o E5 também demonstra regulacdo (DE FREITAS et

al., 2017), a cav-1 pode modular a progressao do cancer pela modulacéo da ativacao



84

desta via. Foi visto que quando os niveis da cav-1 estavam diminuidos nas células
estromais maiores eram as chances de ocorréncia do cancer. A auséncia da
expressdo dessa proteina tem-se revelado um poderoso biomarcador que prediz a
recorréncia precoce do tumor, metastase e progndéstico desfavoravel em outros

canceres (WITKIEWICZ et al., 2009), o que ocorrer de forma semelhante no cervical.
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Figura 25. Padrdo de expresséo génica dacav-1 naliteratura. Os canceres de cabeca e pescoco,
tireoide e o melanoma sdo os tipos tumorais que apresentam o0s maiores valores de expressédo do
RNAmM da cav-1. Quanto ao céncer cervical, os valores foram menos expressivos, embora com
alguns resultados bem discrepantes. O maior valor de FPKM foi de 517,3 enquanto o menor foi de
0,5. A mediana foi em 15,7 e o intervalo de confianca ficou entre 30,7 e 7,6. Fonte: (“Expression of
CAV1 in cancer”, [s.d.]).
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Figura 26. Padrdo de expressdo proteica da cav-1 na literatura. Comumente os tecidos
apresentaram de fraca a moderada colorag&o no citoplasma e nas regides de membrana. O cancer
renal foi o tipo tumoral que apresentou niveis maiores da cav-1 seguido do melanoma. Em relagéo
ao cervical os niveis foram baixos. Muitos tipos de tumor ndo apresentaram positividade alguma
para esta proteina. Fonte: (“Expression of CAV1 in cancer”, [s.d.]).
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45 EXPRESSAO DA GANGLIOSIDEO SINTASE (PAR GM1_4)

O perfil de expressdio do RNAm da gangliosideo sintase (beta-1,3-
galactosiltransferase 4) pode ser visto na figura 27. Nao foi observado nenhum
resultado estatisticamente significante para nenhuma das comparacdes realizadas,
mesmo quando considerado o grupo normal Il, havendo uma manutencdo dos niveis

de expresséo génica entre os grupos avaliados.
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Figura 27. Niveis de expresséo da gangliosideo sintase-1. LesGes de NIC I, NIC II, NIC Ill, cancer
comparadas entre si, entre o grupo normal (A) e normal Il (B).

Os gangliosideos sdo glicoesfingolipidios constituintes da membrana
plasmética e do complexo caveolae e estdo envolvidos em diversas atividades
bioldgicas. Por esta razdo, a desregulacdo em seus niveis se relaciona com varias
condicdes patoldgicas, entre elas o cancer (GROUX-DEGROOTE et al., 2018).

Poucos estudos avaliaram o GM1 no céancer, especialmente no cervical.
Estudos sobre outros gangliosideos em canceres de mama e ovario sdo0 mais
frequentes, sendo observado tanto efeitos pré-carcinogénicos quanto anti-
carcinogénicos. Estes estudos podem servir de base para a execucao de estudos em
cancer cervical ja que suas atividades podem ser inferidas neste outro tipo de cancer
ginecologico. Por exemplo, foi visto no cancer de ovario que o aumento nos niveis da
GM3 sintase, uma enzima situada mais inicialmente na via de sintese do GML1.

Portanto, o aumento em seus niveis pode presumir niveis aumentados deste e outros
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glicoesfingolipidios que contribuem conjuntamente, desta maneira, para os efeitos
observados como a reducéo da motilidade celular (PRINETTI et al., 2010).

Em relacdo ao cancer de mama foi visto niveis elevados de GD3 e GT3 no
carcinoma ductal (ZHUO; LI; GUAN, 2018). O aumento da GD3 e GD2 sintase e a
ST6GALNACS também foram correlacionados a carcinogenicidade (DEWALD et al.,
2018; ZHUO; LI; GUAN, 2018) (SARKAR et al.,, 2015). JA o aumento da GD1b
apresentou efeito anti-carcinogénico pois induziu a apoptose da linhagem MCF-7 de
cancer de mama (ZHUO; LI; GUAN, 2018). As figuras 28 e 29 a seguir demonstram o
padrdo de expressdo génica (por meio do RNAseq) e proteica (por imuno-
histoquimica) da GML1 sintase em varios tipos de cancer.
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Figura 28. Padréo de expressdo génica da GM1 sintase na literatura. Os cénceres cervical,
urotelial e pancreéticos apresentaram as maiores medianas enquanto os canceres de testiculo,
figado e glioma apresentaram as menores. O nivel de expresséo génica estd mensurado em FPKM,
ou seja, no numero de fragmentos por kilobase de exon por um milh&o de leituras. A paciente de
maior valor de FPKM foi 24,4 e a de menor foi 0,2. A mediana foi em 7,7 no intervalo de confianca
entre 5,2 e 10,1 o que indica que, embora tenha ocorrido casos em que a expressdo mostrou-se
muito elevado, a maioria das pacientes possuiam niveis menores de expresséo.

Fonte: (“Expression of B3GALT4 in cancer”, [s.d.]).
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Figura 29. Padrédo de expresséo proteica da GM1 sintase na literatura. Os tecidos apresentaram
de fraca a moderada coloracéo no citoplasma e na membrana plasmatica. O adenocarcinoma
papilar da tireoide com alguns casos de melanoma apresentaram intensa imunorreatividade. Alguns
casos de glioma, linfomas, figado, préstata e cancer de pele foram negativos. A maioria dos casos
de cancer cervical apresentaram nivel de coloracdo moderado, seguido de baixo detec¢édo e néo
detectado. Nenhum caso de nivel alto de coloragéo foi observado.

Fonte: (“Expression of B3GALT4 in cancer”, [s.d.]).

A respeito do cancer cervical, 0 GM1 foi avaliado poucas vezes. Seko et al.
(2009) identificou niveis elevados da GM1 sintase no soro de pacientes com cancer
cervical ou outros canceres ginecolégicos, como o cancer de corpo uterino e varios
tipos de cancer de ovario. Também foi visto niveis elevados desse marcador em
linhagens celulares relacionadas aos tipos especificos de cada céancer. Para os
canceres de ovarios, os niveis sorologicos de GM1 sintase foram comparaveis ao de
CA125 para diagnéstico. No caso do cancer cervical foi visto uma positividade em
47% dos casos (SEKO et al., 2009).

No estudo de Suprynowicz et al. (2008), foi visto que o GM1 estava
acentuadamente aumentado na membrana plasmatica de células ectocervicais
humanas. Esse aumento foi associado ao oncogene E5. Contudo nao foi visto padrdes
de expressdo génica diferentes da GM1 sintase de acordo com 0s estagios de
progressao neoplasica (SUPRYNOWICZ et al., 2008).

Desse modo, verifica-se que a frequéncia de deteccao desta proteina nao é
tdo evidente no carcinoma cervical, assim como acontece nos diversos tipos de
tumores, onde essa enzima e/ou gangliosideo ora apresentam-se relacionados a
inducdo da carcinogénese, ora ao seu bloqueio. Em relacdo a expressdo génica,
também nao foi visto na literatura niveis de expressao altos, sendo que a maioria das

pacientes apresentaram valores moderados a baixos.
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Como o papel desta enzima ndo esta claro na carcinogénese (embora a
suspeita por desempenhar fungéo pré-carcinogénica seja mais acentuada), é visto
gue seus niveis ndo demonstram ser decisivos quanto ao diagnostico, o que é
corroborado por esse estudo. Talvez a analise do conjunto de enzimas envolvidas na
sintese dos gangliosideos seja mais definitiva quanto a caracterizar o carcinoma ou
algum estagio pré-neoplasico. Os niveis soroldgicos, por sua vez, parecem ser mais
fidedignos quanto a situacéo clinica da paciente. Uma analise conjunta dos dados de
expressao em tecido e no sangue provavelmente sera relevante no tocante tanto ao

diagndstico quanto ao prognostico nos casos de cancer cervical.

4.6 EXPRESSAO DA COX-2 (PAR COX2_6)

O perfil de expressdo do RNAmM da COX-2 (figura 30) apresentou diferentes
padrées entre os estagios intraneoplasicos, havendo significAncia estatistica tanto
guando considerado o grupo normal (p=0,0482) quanto o grupo normal Il (p=0,0058).

De modo geral, observa-se que a expressdo desse gene se intensifica no
estagio de NIC | em relacdo aos estagios normal (p=0,0154), normal Il (p=0,0020),
NIC Il (p=0,0217) e cancer (p=0,0223), enquanto sdo mais baixos no estagio normal
e normal Il. Foi visto também que a presenca do hrHPV tem sido importante na
expressao deste gene, ja que o0 grupo normal apresentou niveis maiores de expressao

em relacdo ao grupo normal Il (p=0,0192).
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Figura 30. Niveis de expressdo da COX-2. (A) Lesdes de NIC I, NIC II, NIC lll, cAncer comparadas
entre si e entre o grupo normal (A) e normal 1l (B). (C) Comparac¢éo entre os dois grupos normais.

A COX-2 possui papel chave no desenvolvimento do cancer de modo geral, o
gue também é visto na carcinogénese cervical. Foi visto que a COX-2 apresenta
expressao elevada em varios tumores como o de esbéfago, estbmago, pulmao, mama,
bexiga, ovario, cabeca e pescoco, colorretal (DIVVELA; CHALLA; TAGARAM, 2010;
SEO et al.,, 2004), endométrio e pancreas, estando também correlacionada a
metastase e ao progndéstico desfavoravel (BANNO et al., 2015; DIXON, 2003). Além
disso, sua inibicdo tem suprimido a geracdo de tumores em modelos animais e
humanos (DIXON, 2003; NASIR et al., 2007).

No céancer cervical, a expressdo da COX-2 também se encontra
constantemente elevada e relaciona-se com a diminuicdo da resposta imune, a
progressdo maligna (DAl et al.,, 2005; MANDIC et al.,, 2014), & metastase , ao
prognéstico desfavoravel (GAFFNEY et al., 2001) e a resisténcia a apoptose induzida
por radioterapia (TILBORGHS et al., 2017). Por isso, inibidores da COX-2 estdo sendo
utilizados para aumentar a sensibilidade das células cervicais tumorais as drogas anti-
neoplasicas e a radioterapia e, por conseguinte, aumentam a eficiéncia do tratamento,
pois a acdo dessa enzima leva a geracdo de vérias condi¢Bes clinico-patologicas
desfavoraveis correlacionadas a sobrevivéncia do virus e ao estabelecimento do
cancer no organismo hospedeiro. A producdo de PGE: por esta enzima, por exemplo,
leva como principal efeito a imunomodulacéo, devido a inibicdo da ativagcado dos
linfécitos T, o que contribui para ocorréncia da infec¢ao crénica e desenvolvimento da
carcinogénese (DE FREITAS et al., 2017).
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Alguns estudos tém descrito a expressao da COX-2 no cancer cervical. Em
um estudo foi visto, de forma qualitativa, a presenca da expressédo proteica em 6
amostras de cancer cervical quando comparados com 7 do cérvix normal onde a COX-
2 esteve ausente. Foi visto também que a ativagcdo do EGF-R e de moléculas de
sinalizacdo como PI3K, MAPKS, p38 e c-jun interferiram na expresséo (KULKARNI et
al., 2001). Ja Dai et al. (2005) verificou expressdao (MRNA) aumentada em tecidos
cervicais com inflamacéo, NIC e carcinoma quando comparados com cérvix nhormal,
concluindo que a COX-2 é importante na carcinogénese cervical principalmente nos
estagios iniciais (DAl et al., 2005) quando a presenca do processo inflamatorio é mais
importante (BARROS et al., 2018a). Outro estudo, por meio da imuno-histoquimica,
novamente constatou um aumento da expressdo deste marcador no cancer
comparando-se com as amostras sem alteracfes histopatologicas, estando presente
em 56,52% das pacientes com cancer cervical (MANDIC et al.,, 2014). Um painel
desses resultados e de outros estudos pode ser visto na tabela 10, todos
demonstrando associacdo estatisticamente significante entre a expressdo da COX-2
e 0 cancer cervical quando comparados com 0s respectivos controles normais sem
alteracdes histopatolégicas. Além disso, correlacbes positivas estatisticamente
significantes com alguns marcadores clinico-patol6gicos de mau prognéstico também
foram encontradas como, por exemplo, a invasao linfo-vascular e a inflamacéao.

Embora néo tenha havido significancia estatistica entre o grupo normal ou
normal Il x cancer nesse estudo, percebe-se que no segundo caso (normal Il x cancer)
houve um aumento visivel da expressao no carcinoma em relagéo ao grupo normal Il.
Sendo a inflamacdo importante no processo de consolidacdo do tumor, houve
expressao estatisticamente significante nos estagios de NIC | e NIC lll, ocorrendo
aumento ainda mais significante quando se compara o estagio de baixo grau com o
de alto grau (p=0,0404) ou quando o grupo normal Il é considerado. Verifica-se,
portanto, que a expressdo deste gene demonstra ser mais importante nos estagios

iniciais da carcinogénese, assim como sugerido por Dai et al. (2005).



Tabela 10. Expressédo da COX-2 no cancer cervical

ENSAIO
EXPERIMENTAL
Avaliou a expresséao
de forma qualitativa

(imuno-
histoquimica) e
guantitativa (ensaio

da luciferase)

Avaliou a expresséo
por imuno-
histoquimica em 62
amostras provindas
de LEEP
(procedimento de
exciséo
eletrocirargica por
alca)

Avaliou a expresséo
por gPCR, imuno-
histoquimica e

radioimunoensaio

Avaliou 89 amostras
parafinadas por
imuno-histoquimica

no estagio 1B

RESULTADOS
6 amostras de cancer cervical
apresentaram expressao positiva
enquanto as 7 sem alteracdes

histopatolégicas foram negativas. A
expressdo da COX-2 foi induzida pela
ativacdo do EGF-R e outras moléculas
de sinalizacao intracelular, como PI3K,
MAPKSs, p38 e c-jun.

O numero de amostras que
apresentaram niveis elevados da
expressao da COX-2, foi

significantemente maior na displasia

severa (em relacdo a displasia
moderada e baixa), assim como a
intensidade da coloragéo (2,1; 1,8; 1,6

respectivamente).

Foi visto aumento da expressao génica
em amostras cervicais com inflamacéo,
NIC e

observado correlacéo forte entre a COX-

carcinoma. Também foi
2 e as prostaglandinas e o VEGF foi
mais expresso no carcinoma do que nos
outros tipos de amostras de maneira
estatisticamente significante.

Foi encontrado positividade para COX-2
em 49,4%

significantemente mais frequente no

das amostras, sendo

adenocarcinoma (em relagdo ao

carcinoma escamoso), na metastase

REFERENCIA

(KULKARNI et
al., 2001

(FARLEY et
al., 2004)

(DAl et al.,
2005)

(MANCHANA
et al., 2006)




Avaliou, por imuno-
histoquimica, a
expressdo da COX-
2 e variaveis clinico-
patoldgicas e de
expressao de p53
em 84 amostras de
adenocarcinoma da
cérvix e 13 de
carcinoma

adenoescamoso

Avaliou por imuno-
histoquimica a
expressdo da COX-
2 em lesdes de NIC
lll e SCC,
relacionando com
fatores de
prognaostico, como
tamanho do tumor e
invasao linfo-

vascular

para os linfonodos (LM) e no
envolvimento do paramétrio (Pl). Nao
houve correlacdo  estatisticamente
significante com a idade da paciente, o
tamanho do tumor, a profundidade da
invasdo do estroma, a invasao linfo-
vascular, a sobrevida livre de doenca
(SLD) por cinco anos nem com a
sobrevida total por cinco anos.

Observou que a expressao da COX-2 foi
diferente de modo estatisticamente
significante entre os dois
histologicos AC e ASC (8,5% x 38,5%,

respectivamente). Além disso, foi visto

tipos

significancia também entre a associagao
do aumento da COX-2 e o0 estagio
tumoral, LM (mais evidente no AC do
gue no ASC, p=0,023) e a diminui¢ao de
ST (quando avaliado conjuntamente
com a idade, estagio tumoral e LM). Nao
houve significancia entre a expresséo de
p53 e de COX-2.

Observou expressdo mais intensa em
lesbes com SCC do que em NIC Il
Houve também significaAncia estatistica
para niveis aumentados de COX-2 e
invasdo linfo-vascular e tamanho do
tumor (tumores maiores que 4 cm
apresentaram niveis maiores de COX-
LM,

recorréncia da doenca e sobrevida néo

2). Outros fatores como PI,

apresentam correlacdes significantes

estatisticamente. Para a analise

(KANG et al.,
2006)

(DURSUN et
al., 2007)
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Avaliou a expresséo
por imuno-
histoquimica em
150 amostras entre
os estagios IB-IIA
com invaséao linfo-
vascular,
relacionando com
fatores de
prognéstico

Avaliou a expresséo
de forma semi-
guantitativa (imuno-
histoquimica) de
trés tipos de cancer
cervical: o
€sScamoso invasivo,
oinsitueo

adenocarcinoma

Realizou uma meta-
andlise a fim de
avaliar o valor
prognaostico da
expressdo da COX-
2 no cancer
cervical. 23 estudos

gue totalizaram

multivariada, a invasao linfo-vascular foi

0 uUnico fator que apresentou
significancia estatistica.

A expressao da COX-2 foi detectada em
49,3% dos casos. A expressao da COX-
2 no espaco linfo-vascular (LV-COX-2)
ocorreu em 40,7% dos casos. Houve
correlacdo positiva da LV-COX-2 com a
alta contagem da invaséo linfo-vascular,
sendo a LV-COX-2 um fator preditor da

LM nessas amostras.

Houve expressdo mais intensa no

cancer invasivo em relagdo ao in situ,

sendo significante (p=0,002), e no
adenocarcinoma em relagdo ao
invasivo, sendo neste caso néo

significante (p=0,112). A expressao
correlacionou-se de forma positiva com
a invasao linfo-vascular (p=0,001), o que
nao ocorreu com o grau de diferenciacéo
do

metastase, cujas correlacdes nao foram

tumor e com a presenca de
significantes.

Foi observado que os altos niveis de
COX-2 predisseram baixas taxas de ST,
SLD e RQ,

pacientes tratadas com quimiorradiacéo

incluindo baixo ST em

e cirurgia, e baixo SLD em pacientes que
receberam quimiorradiacgéo.
Associagoes estatisticamente

significantes também foram vistas com

(SETTAKORN
et al., 2009)

(BANDYOPAD
HYAY et al.,
2011)

(HUANG et
al., 2013)
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1447 pacientes
foram associados
quanto a ST, SLD,
resposta a
guimiorradiagao
(RQ) e parametros

clinico-patolégicos

Avaliou a expresséao
de forma semi-
guantitativa (imuno-

histoquimica)

Avaliou a expresséao
de 123 amostras de
cancer cervical por

imuno-histoquimica

os niveis de COX-2, como a idade, LM,
tamanho do tumor, estagio FIGO, tipo
histoldgico e PI. Para o grau do tumor a
Foi
concluido que a COX-2 € um fator de

associagao nao foi significante.

prognostico desfavoravel e € fator
preditivo de resisténcia a
guimiorradiacdo. Esse tipo de conduta
terapéutica € o principal tratamento para
o cancer de colo uterino localmente
avancado.
56,52%

apresentaram expressao positiva, sendo

das amostras de cancer
23,91% delas consideradas com niveis
elevados, 15,22%, médios e 17,39%
como baixos. Ainda foi visto correlacéo
significantemente  positiva entre a
expressdo da COX-2 e fatores de mau
progndstico (auséncia de infiltracéo
linfocitica, metastase para os linfonodos,
infiltrag&o vascular e infiltracdo no istmo
do utero).

A expressao da COX-2 foi detectada em
23% das pacientes, apresentando
correlacdo estatisticamente significante
com maiores porcentagens de coloracao
em células tumorais em relacdo com as
células estromais peritumorais. Além
COX-2

apresentou correlacdo significante com

disso, a expressdo da

a presenca de invasao linfo-vascular.

(MANDIC et
al., 2014)

(HOELLEN et
al., 2016)
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Outro fator que fundamenta essa ideia é o suporte oferecido pelos fibroblastos
durante a carcinogénese nas fases iniciais. Segundo a stromal cell-centered HPV-
related carcinogenesis hypothesis desenvolvida por nés, os fibroblastos enquanto néo
transformados em fibroblastos associados ao cancer (CAFs), podem contribuir, de
fato, pela transformacédo celular e progressédo neoplasica nos estagios iniciais preé-
malignos. E visto que estas células estromais secretam fatores de crescimento e pro-
inflamatorios, aléem de quimiocinas durante a fase displasica e nos estagios iniciais da
carcinogénese, levando a uma mudanca da arquitetura tecidual, a transicédo epitélio-
mesenquimal e a proliferacdo celular dos queratinécitos (figura 54). Desta maneira,
moléculas pré-inflamatérias ou envolvidas na sinalizacao intracelular estdo com seus
niveis elevados (BARROS et al., 2018a).

Portanto, sendo a COX-2 molécula importante no processo inflamatorio e
pertencente da via do NF-kB — fator de transcrig&o central na carcinogénese em varios
tumores incluindo o cervical —, pode estar sendo induzida e estar com seus niveis
elevados durante o estagio de NIC I, como foi observado nesse trabalho. Pode-se
observar que no estagio NIC | x normal houve significancia estatistica (p<0,05),
semelhantemente com o que ocorreu quando se comparou quando se compara com
NIC Il e cancer; ja quando se compara NIC | x normal Il, o aumento ainda foi mais
expressivo, sendo valor de p<0,01. Desta maneira, o resultado encontrado vem
corroborando os dados encontrados na literatura que revelam uma relacéo direta entre
a expressdao da COX-2, a malignidade, a sua importancia nos estagios inicias e
previamente a mudancas importantes (NIC | para NIC Il e de NIC Il para cancer) e o
prognostico desfavoravel.
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Figura 31. Stromal cell-centered HPV-related carcinogenesis hypothesis. Células que
apresentam alteracdes (displasicas, hiperplasicas), ou células imunes induzem fibroblastos
estromais (por IL-1B, por exemplo), secretam IL-1B3, TGF-B e CCL20 no intuito de auxiliar que as
células infectadas sofram transformacéo celular. Células HPV positivas, em estégio intermediario e
final de neoplasia, induzem a alteracdo de fibroblastos em CAFs e estas interagem em uma al¢a de
retroalimentacéo para induzir a carcinogénese cervical. Fonte: (BARROS et al., 2018a).

Além dos niveis de expressao da COX-2 estarem vinculados com as células
cancerigenas, em processo de transformacao, ou aos préprios fibroblastos estromais
como descrito acima, o aumento da expressao pode estar correlacionado com a
atividade dos fibroblastos associados ao cancer, um estagio fenotipico alterado dos
fibroblastos comuns posteriormente a acédo das células cancerigenas. Estas células
estdo situadas nas margens das células malignas, sendo sua principal funcdo
confirmar e aumentar uma situacdo favoravel de microambiente tumoral pro-
inflamatorio propicia e vantajosa a transformacéo e progressdo maligna das células
infectadas.

Dessa maneira, as CAFs interagem de forma paracrina agindo de forma direta
nos gueratinécitos, o que ocorre em ambos 0s sentidos, como pode ser visto na figura
54 (BARROS et al., 2018a). As CAFs, portanto, podem estar associadas ao aumento
da COX-2 nas fases de NIC Ill e de cancer observadas nesse estudo, confirmando a
condicao pro-inflamatoria do microambiente pré-maligno e maligno. A propria inducéo
da expressao da COX-2 nas células hospedeiras (por atividade dos oncogenes, por
exemplo) e o consequente aumento nos niveis de PGEz, leva a sintese de fatores de

crescimento e angiogénicos mediados por esta prostaglandina, como o bFGF e VEGF
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respectivamente, 0s quais sdo essenciais para o aumento do processo inflamatorio,
do remodelamento da matriz extracelular e da transi¢cdo epitélio-mesenquimal,
centrados na inducdo da geracdo e proliferacdo das CAFs. Sendo assim, 0s
gueratinécitos e CAFs integram um mecanismo de retroalimentacédo onde estes tipos
celulares mantém-se em ativagdo mutuamente (BARROS et al., 2018a; SALES;
KATZ, 2012). Além disso, assim como a COX-2 esta relacionada ao estagios iniciais
da carcinogénese, a expressdo desse marcador também se associa ao estagios
tardios (HULL, 2005), o que é visto também nesse estudo, pois o0 processo inflamatoério

mantém-se até o estagio de carcinoma.

Matrix architetural restructuring «----- goeseses » Proinflammatory induction

Laminin, MT-MMP-1, MMP-2,MMP-13,
COX-2, bFGF, TGF-B, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10
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Figura 32. Papel das células estromais. As células estromais auxiliam na carcinogénese do
cancer cervical por meio de estimulacdo paracrina, desempenhando um papel central na
carcinogénese cervical. Citocinas e quimiocinas secretadas pelos queratinécitos e células
infectadas pelo HPV (IL-1B, IL-6, IL-8, TGF-B, CXCL12 e bFGF) induzem a transformacdo de
fibroblastos comuns para se tornarem CAFs, que secretam varios fatores pro-inflamatérios,
guimioatraentes e moléculas remodeladoras da matriz extracelular. Este remodelamento causa
alteragdo da polaridade celular, migracdo, comunicacdo célula-célula e crescimento celular. A
ativacéo e atracdo das células imune inflamatérias e modulatérias, incluindo macréfagos M2 (TAM),
neutréfilos (TAN), mastécitos e células mieloderivadas supressoras, por meio de citocinas chaves,
auxiliam adicionalmente, na criacdo de um microambiente tumoral favoravel ao estabelecimento da
inflamac&o crbnica e progressdo carcinogénica, além de uma resposta imune ineficaz, onde as
respostas citotoxicas dos linfocitos T e das células NK s&o inibidas, ao contrario do que ocorre com
as células Treg, os quais sdo ativadas. Um exemplo de como essa interacdo queratindcito
infectado/CAF pode ocorrer em prol do estabelecimento e desenvolvimento do cancer se da por
meio da COX-2. A inducao da expressao deste fator pelos oncogenes virais promove a sintese de
PGE2, o qual induz a expresséo génica de fatores de crescimento, como bFGF que, por sua vez,
agem sobre as CAFs. Estas, por seu lado, secretam varios fatores pré-inflamatérios, como por
exemplo, o IL-1(3, que é capaz de agir de volta sobre os queratindcitos potencializando a expressao
da COX-2. Fonte: (BARROS et al., 2018a).
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E bem estabelecido que a inflamagdo desempenha papel fundamental para a
geracdo do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2000), o que foi sugerido inicialmente
por Virchow et al. (1858) ha mais de um século (VIRCHOW; REIZUNG;
REIZBARKEIT, 1858). No cancer cervical, essa condi¢do inflamatéria também é
predita na literatura (BARROS et al., 2018a, 2018b; BOCCARDO; LEPIQUE; VILLA,
2010) e esse processo intensifica-se durante a progressao para estagios de maior
malignidade (WOODBY; SCOTT; BODILY, 2016). Foi observado, por exemplo, que o
processo inflamatorio era exacerbado em lesdes de alto grau de pacientes infectadas
por hrHPV (CASTLE et al., 2001), e que as CAFs contribuiam de maneira importante
para 0 aumento da atividade proé-inflamatéria das células imunes por meio da
expressao de moléculas como IL-6, IL-8, quimiocinas (p.ex. CXCL1, 2 e 5), NF-kB e
COX-2 (BARROS et al., 2018a). Inclusive ja foi reportado na literatura que a expressao
de marcadores dos CAFs foi encontrado em maiores niveis nos estagios de NIC I, 1lI
e carcinoma (WOODBY; SCOTT; BODILY, 2016), coincidentemente os estagios que
apresentaram os maiores niveis de expressao nesse estudo. Niveis elevados de IL-6
e IL-8 também estiveram com niveis elevados em lavagens cervico-vaginais
associadas ao cancer cervical assim como em pacientes com lesdes intraepiteliais
(TJIONG et al., 1999).

Além desses indicadores da atividade pro-inflamatoria, outros também foram
reportados em lesdes de NIC e cancer cervical, como o0 aumento da razdo Th17/Treg
(no sangue periférico e nas lesdes cervicais), o0 aumento dos niveis de IL-1 (IL-1a, -B)
e de mediadores induzidos por este como TGF-B, VEGF, metaloproteinases e
moléculas de adesao endoteliais (BARROS et al., 2018b). Complementarmente, ainda
ocorrem 0 aumento de células imunocompetentes pro-inflamatérias como os
macrofagos, neutrofilos e fibroblastos associados ao tumor e as células mielo-
derivadas supressoras (BARROS et al., 2018a),

4.7 CORRELACAO ENTRE OS GENES ESTUDADOS

As possiveis correlagcdes entre a expressao dos genes estudados foram
avaliadas pelo teste de hipéteses de Spearman, que avalia o grau de correlagéo entre
as variaveis cujos dados estéo distribuidos de forma nao-normal. Conforme visto na

tabela 11 a seguir, pode ser observado que houve correlacdo positiva com
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significAncia estatistica entre a expressdo dos genes: E5HPV16 x ES5HPV58,
ESHPV31 x GM1, E5HPV58 x Cavl, Cavl x GM1, Cavl x COX-2 e GM1 x COX-2.
As correlacbes que apresentaram significancia estatistica também foram
avaliadas quanto aos estagios pré-neoplasicos (incluindo o estagio de alto grau,
guando as lesbes NIC Il e Il estdo agrupadas juntamente) para observagéo em qual
momento as correlagdes apresentavam significancia estatistica (tabela 12). Foi visto
gue as expressdes dos E5 dos HPV16 e HPV58 apresentaram correlacdes perfeitas
nos estagios de NIC I, Ill e carcinoma. Além disso foram observadas correlacbes
significantes para: E5 (HPV 31) x GM1 em NIC |, cav-1 x GM1 em NIC |, cav-1 x COX-
2 em NIC I, alto grau e carcinoma, e GM1 x COX-2 no estégio de alto grau. Embora
para o E5 (HPV 58) x cav-1 ndo tenha apresentado correlagéo significante em nenhum

estagio, em lesdes com alto grau o valor de p foi quase significante (p=0,065).

Tabela 11. Correlagcfes entre a expressdo dos genes avaliados

E5 E5 E5
CAV1 GM1 COX2
HPV16  HPV31  HPV58
E5 0,0154 08571 02294 0,3261  0,0342
HPV16 p=0,96  p=0j0187 p=0,18 p=0,056 p=0,85
E5 0,60 0,0597 04248  -0,0431
HPV31 p=0,21  p=0,75 [p=00T p=0,82
E5 05316 0,3 0,2053
HPV58 p=0j018 p=0,21  p=0,399
0,3918  0,5912
CAV1 - - - -
p=0,0001 p<0,0001
0,2877
GM1 - - - - -
p=0,0054

cCox2 - - - - - -
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Tabela 12. Correlacfes estatisticamente significantes x estdgios da

progresséao carcinogénica

Normal Alto
Normal NIC | NIC Il NIC 1l Cancer
grau
E5
HPV16 1,00 1,00 1,00
x E5 p=0,000 p=0,000 p=0,000
HPV58
E5
HPV58 -0,60 0,50 0,50 0,4048 0,5727
X p=0,40 p=0,667 p=0,667 p=0,319 p=0,065
CAV1
E5
0,7636 0,0714 0,3714 0,2176 0,8
APvsL - . Z0j0062 p=0,87 p=0,47 p=045 p=0,2
X GMl p_ ] p_ ) p_ ) p_ ) p_ )
CAV1
0,2446 0,2571 0,5234 0,3278 0,2421 0,3141 0,4615
X
GM1L p=0,328 p=0,623 p=0,015 p=0,158 p=0,304 p=0,048 p=0,112
CAV1
0,4469 -0,1429 0,4065 0,7654 0,3714 0,6329 0,6593
X
p=0,063 p=0,787 p=0,675 p=0,0001 p=0,107 p<0,0001 p=0,014
COX2
GM1
-0,216 -0,2571 0,3883 0,3654 0,3278 0,366 0,5
X
=0,39 =0,623 =0,082 =0,113 =0,158 =0,02 =0,08
COX2 p p p P P p p
Obs: as células com o “-” apresentaram numero de amostras insuficientes para obteng¢ao do resultado
estatistico.
4.7.1 Correlacéo entre os oncogenes E5 dos gendtipos 16, 31 e 58

A respeito das coinfeccOes, observa-se que E5 HPV16 e E5 HPV3l

apresentaram correlacdo muito insignificante, nem sendo positiva nem negativa. O

contrario ocorreu quando estes dois genes foram comparados com o E5 HPV58

(houve significancia quando comparado com o E5 HPV16).



101

4.7.2 E5HPVS58 X CAV-1

Foi visto por Suprynowicz et al. (2008) que a oncoproteina E5 (HPV16) foi
responsavel pela inducdo da expressdo génica da cav-1 e GM1 em linhagens de
ectoderma humano (SUPRYNOWICZ et al., 2008). No entanto, para o E5 do HPV58
esta relagdo ainda n&o foi avaliada. Neste estudo foi visto uma significativa entre a
expressao deste oncogene com o gene da cav-1 e, possivelmente, também exerca
uma inducdo semelhante ao que ocorre com seu semelhante do gendétipo 16. Para

este genotipo e o 31, ndo foram observadas correlagfes significativas com a cav-1.

4.7.3 E5HPV31 XGM1

Foi encontrado correlagéo significante entre a expressao do oncogene E5 do
HPV31l e a gangliosideo sintase-1, sendo esta mais evidente no estagio NIC I.
Previamente foi reportado que o oncogene E5 do HPV16, na presenca dos outros dois
oncogenes (E6 e E7), induziu o aumento da expressao deste glicoesfingolipidio na
lipid raft juntamente com a cav-1, 0 que ocasionaria um possivel efeito imunoevasivo
(SUPRYNOWICZ et al., 2008). Este resultado entdo, € um primeiro relato que pode
indicar uma relacdo deste gangliosideo, dessa vez, com o0 oncogene E5 do gendtipo

31, assim como ocorre com o do gendtipo 16.

474 CAV-1 XGM1

A cav-1 apresentou correlacdo direta estatisticamente significante com o
GM1, sendo mais evidente nos estagios NIC | e alto graus. A cav-1 e o0 GM1
constituem o lipid raft e interagem entre si. Juntos esses dois componentes séo
importantes em vérias fungbes biologicas da célula, sendo a principal delas a
transducdo de sinal. Dessa maneira, € possivel que o0s niveis desses dois
componentes estejam relacionados diretamente. Suprynowicz et al. (2008), por
exemplo, demonstraram in vitro que o oncogene E5 aumentou a expressao desses

dois marcadores em células de ectoderma humano (SUPRYNOWICZ et al., 2008).



102

475 CAV-1 X COX-2

Dentre as correlagdes entre os genes alvos do hospedeiro avaliadas nesse
estudo, a correlagéo entre a cav-1 e a COX-2 foi a mais acentuada, apresentando o
maior coeficiente entre os calculados (0,5912) com valor de p bastante significante,
<0,0001. Quando a correlacéo foi avaliada no decorrer dos estagios pré-neoplasicos
houve significancia estatistica em NIC Il, nas lesdes de alto grau e no carcinoma.

A caveolina-1, como descrito anteriormente, faz parte dos lipid rafts, os quais
sdo regides da membrana plasmatica que apresentam atributos proprios, sendo
importante entdo na transducdo de sinal. Estas proteinas relacionam-se com varios
receptores quinases, entre eles o EGF-R. Este receptor, por sua vez, esta diretamente
relacionado com a COX-2, pois sua ativacdo induz a atividade desta enzima e a
producgéo de eicosanoides e fatores angiogénicos como o VEGF. Dessa maneira, a
cav-1 pode relacionar-se com a COX-2 desta maneira. Embora a cav-1 promova a
inibicdo deste receptor e isso pode justificar a relacdo inversa que estes dois
marcadores apresentaram em outros canceres, 0 aumento em seus niveis pode
representar uma tentativa antitumoral frente a ativagdo do EGF-R pela oncoproteina
E5 que, por sua vez, leva ao aumento nos niveis da COX-2 (DE FREITAS et al., 2017).
Foi reportado também na literatura que o oncogene E5 (HPV16) induz a expressao da
cav-1 (SUPRYNOWICZ et al., 2008). Um dado favoravel a esta hipotese reflete-se na
correlacdo inversa apresentada por estes marcadores somente no grupo normal Il,
guando as amostras positivas para os hrHPVs foram retiradas da avaliagdo. Embora
esta correlacdo nao tenha sido estatisticamente significante, o reduzido namero de
amostras para esta situacao possa ter contribuido para este resultado.

Sendo o papel da cav-1 incerto quanto a carcinogénese, € dificil compreender
como esta proteina pode interagir com outras no contexto do desenvolvimento do
cancer. Soma-se a isso a contribuicdo das células estromais no quantitativo da
expressdo génica. Foi demonstrado uma relacdo direta entre os niveis da cav-1
provindo dessas células e o progndstico da paciente, isto €, niveis baixos desta
proteina prediz um prognéstico desfavoravel quanto a resolucdo no cancer (neste
caso, avaliado no cancer de mama) (WITKIEWICZ et al., 2009).

De forma semelhante a cav-1 ocorre também nos lipid droplets, organelas rica

em lipidios cujos niveis aumentam em condi¢cdes inflamatérias e de cancer. Foi
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reportado que a COX-2 também esta presente nessas estruturas, contribuindo para a
conversdo do &cido araquidénico em eicosanoides a fim de elevar a resposta
inflamatoria (BOZZA; VIOLA, 2010). Sendo assim, essas duas proteinas poderiam
estar relacionadas de forma direta na tentativa de contribuir para o estabelecimento

da condicao inflamatdria exibida no cancer de modo geral.

476 GM1 X COX-2

Assim como ocorreu com a cav-1 e a COX-2, o GM1 também apresentou
correlacdo positiva estatisticamente significante com a COX-2, sendo mais relevante
no estagio alto grau. Todas as trés correlacdes desses trés marcadores entre si foram
estatisticamente significantes em lesdes de alto grau. Como discutido para o cav-1, a
COX-2 pode correlacionar-se com a GM1 devido a relacédo de ambos com receptores
guinases envolvidos na carcinogénese cervical presentes na membrana plasmatica,
como o EGF-R. Outro ponto de confluéncia entre esses dois marcadores esta a
influéncia dos oncogenes como o proprio E5. Foi descrito que a oncoproteina E5
(HPV16) induz a expressao destes dois alvos (DE FREITAS et al., 2017).

4.7.7 COX-2 X Oncogenes E5

No caso da COX-2, foi observado significAncia estatistica somente quando
comparados com a CAV1 e o GM1, sem demonstrar alguma correlacdo importante
com o E5 de qualquer dos gendétipos estudados. Mesmo quando os dados de
expressao dos E5 de todos os genotipos foram combinados, nédo foi visto correlacao
importante: rho= - 0,0145 (p=0,911). E relatado na literatura que o E5 HPV16 interfere
na expressao de COX-2 de vérias formas. A primeira delas € que este oncogene
provoca a aumenta a expressdo do EGF-R na superficie celular e, portanto, da sua
via de sinalizagéo, o que inclui a COX-2. O aumento da atividade deste marcador
provoca o aumento nos niveis de PGE2 e VEGF, o que resulta em impedimento da
maturacgéo, proliferacdo e quimiotaxia dos linfocitos T, além de inibir sua interacdo
com as APCs. Adicionalmente, ainda ocorre a diminuicdo da apoptose (devido

aumento da degradacéo de Bax) e 0 aumento da angiogénese. Todas estas atividades
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relacionam-se ao desenvolvimento tumoral e pior prognéstico (DE FREITAS et al.,
2017). Em nossos resultados, como discutido anteriormente, foi visto aumento da
expressao deste gene nos estagios de NIC I e NIC III.

Outra maneira que E5 HPV16 contribui para o aumento da atividade da COX-
2 é induzindo sua expressao génica por meio do AP-1 e pela ativacdo do NF-kB e do
CREB. Estes fatores de transcricdo ligam-se a regides promotoras da COX-2 (como
descrito anteriormente na secao 2.7), aumentando sua transcricdo (DE FREITAS et
al., 2017). Sabe-se que o estimulo da atividade promotora da COX-2 é dependente
da ligacdo do NF-kB e parcialmente dependente da ligacdo no sitio de ligacdo CRE
(elemento responsivo ao cAMP) (TILBORGHS et al., 2017).

Ainda pode ser inferido outra maneira que E5 HPV16 pode contribuir para a
expresséo da COX-2. E visto que essa oncoproteina altera a via de transducdo de
sinal do TGF-B, desviando-a da via do SMAD2/SMAD4 para outras concorrentes como
a via do Ras/Raf/MAPK e a via do PI3K/Akt, vias estas que também sédo utilizadas
pelo EGF-R. Tanto a primeira quanto a segunda cascata de sinalizacdo resulta na
geracao de fatores de transcricdo que promovem a transcricdo do gene da COX-2: a
primeira leva a ativagdo do CRE e a segunda a ativagao do elemento NF-kB. Sendo
assim, ndo somente pela ativacdo da EGF-R quanto pela ativacdo direta de fatores
de transcricdo pro-COX-2, a E5 do HPV16 pode contribuir indiretamente por meio da
ativacao do TGF-Ba transcricao do gene COX-2. A figura 33 demonstra esse raciocinio
mais claramente.

Embora ndo se tenha observado uma correlacdo entre o E5 e o COX-2 em
nossas amostras, o que pode ter ocorrido devido ao n insuficiente de amostras,
constatou-se que a COX-2 apresentou diferentes padrdes de expressdo quando, na
amostra, havia a presenca ou auséncia de pelo menos um dos hrHPVs avaliados.
Sendo assim, talvez outro oncogene (E6 ou E7) viral, ou ainda, uma reacéao indireta
do hospedeiro a presenca viral esteja provocando tal alteracdo na expressao génica
do COX-2. De fato, foi reportado a inducao da expressao da COX-2 pelo E6 e E7 do
HPV16 in vitro. Eles promoveram a ativacdo da expressao da COX-2 de diversas
maneiras: por meio da ativacdo do EGF-R, da inducéo da ligacdo do AP-1 ao elemento
responsivo ao cAMP no promotor da COX-2 (CRE), do recrutamento de fatores de
transcri¢do fosforilados como o c-jun, c-fos, UbcH5 e a proteina ligadora do elemento

responsivo ao cAMP/p300 ao promotor da COX-2, além de inibir a ligagdo do
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complexo co-repressor receptor da histona deacetilase 3-nuclear do promotor da
COX-2 (SUBBARAMAIAH; DANNENBERG, 2007).

EGF-R

EGF-R

T

2
>
=

E254 U

Figura 33. Interferéncia da oncoproteina E5 nas cascatas de sinalizagdo do EGF-R e TGF-B.
EGF-R e TGF-B compartilham de vias de transducao de sinal, entdo a interferéncia do E5 HPV16
em quaisquer de um desses receptores tem efeitos sobre as vias de sinaliza¢céo de um sobre o
outro. TGF- € uma importante citocina imunossupressora que ativa diferentes vias de transducéo
gue sofrem interferéncia pela oncoproteina E5 HPV16. Quando nao héa infec¢éo, a via do SMAD é
priorizada, o que muda durante a infec¢céo pelo hrHPV, quando as vias alternativas séo ativadas no
lugar da via do SMAD por diversos mecanismos: (1) aumento dos niveis de EGF-R na membrana
celular, o que leva a ativacéo da via do NF-kB e PI3K; (2 e 3) estabilizacdo do TGIF (co-inibidor da
via do SMAD) por Ras e interacdo das vias entre si em uma rede intrincada de regulacéo; (5)
fosforilacdo da SMAD?2 e o (6) impedimento da translocacdo do complexo SMAD2-SMAD4 para o
nucleo; (7) indugéo da via do NF-kB de modo direto e indireto. Fonte: (DE FREITAS et al., 2017).

Deve-se considerar também que multiplos fatores contribuem para expressao
génica e uma avaliacdo de uma relacdo direta entre eles somente € possivel em
modelos fechados como em cultura de células ou por meio do uso de iRNAs por
exemplo. Nestes casos, pode-se observar a expressao unica de um dos dois genes
para constatar a modulagédo da expressao sobre seu alvo quando se compara quando
0 gene em questao estiver ausente. A COX-2, por exemplo, possui uma variedade de

estimuladores extra- e intracelulares, principalmente por possuir expressdo nao-
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constitutiva e vinculada por diversas situacdes ou moléculas, como o LPS, IL-1, TNF,

TGF-a, IFN-y, PAF, o proprio EGF etc, o que deixa sua avaliagao ainda mais intricada.
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5 CONCLUSAO

Nesse estudo, amostras cervicais obtidas de mulheres com lesbes de
diferentes graus foram genotipadas e o padréo de prevaléncia seguiu o ja reportado
na literatura para a regido nordeste e o estado de Pernambuco, sendo o HPV16 mais
frequente seguido dos gendtipos 31 e 58.

Observou-se que o oncogene E5, independente do gendtipo, ndo apresentou
um perfil de expresséo diferente entre 0s estagios pré-neoplasicos, notando-se uma
tendéncia em aumenta-la no estagio NIC IIl e cancer. Para os alvos, destaca-se 0
aumento da expresséo do gene da cav-1 em NIC | e da COX-2 em NIC | e NIC lllI.
Sendo assim, pode-se sugerir que 0s niveis de expressao génica dessas duas

proteinas apresentam potencial em ser utilizadas como biomarcadores.
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APENDICE A - PRIMERS E VALIDACAO
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Um conjunto de 17 pares de primers, além dos 2 pares para os genes de

referéncia (GAPDH e ACTB), foram utilizados no estudo e suas sequéncias e

caracteristicas (temperatura de anelamento e comprimento do amplicon gerado)

podem ser vistas na tabela VIII. A confeccdo e validacdo desse conjunto de primers

possibilitou a criacdo de uma plataforma para genotipagem e execucdo de métodos

para mensuragao da expressao génica (QPCR) de oncogenes pertencentes aos mais

importantes HPVs de alto risco encontrados no estado e na regido Nordeste do pais.

Alguns genes alvos dos efeitos provocados pela atividade desses oncogenes também

foram avaliados.

Validacdo dos pares de primers GAPDH e ACTB

Curva de eficiéncia do par GAPDH
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Figura 34. Grafico de amplificacéo e curva de eficiéncia do par GAPDH.

Curva de eficiéncia do par ACTB
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Figura 35. Gréafico de amplificacdo e curva de eficiéncia do ACTB.



121

Validacdo dos pares de primers de E5 e E6 do HPV16

Curva de eficiéncia do par E5 HPV16

oo 1 ioa D

Figura 36. Gréafico de amplificacdo e curva de eficiéncia do E5 HPV16.

Testes de cruzamentos e sequenciamento do par 49 (E6.HPV16)

O par 49 foi utilizado para realizacdo de uma PCR com amostras positivas
para outros genétipos (18, 31, 33 e 58), além de um controle positivo (genoma do
HPV16 purificado de clonagem) e um negativo. Por meio da figura x abaixo pode-se
verificar que ndo houve cruzamento deste par com outros genotipos, somente
surgindo a banda relativa ao amplicon no poco da amostra positiva (G16). PCRs com
primers para cada genotipo testado foram realizadas com as mesmas amostras
utilizadas para o par 49 testado para validacdo do experimento e as bandas podem

ser vistas nos pogos “par 41", "par 1", "par 13" e "par 20".

31 33 18 58 G16 49- PAM141-MI\;I PAR1 1- 31 33 18 58 Gi16 50-
PAR 49 50ph PAR 50

31 33 18 58 Gi16 51- MM 13- PAR13 PAR20 20-
PAR51 50pb

Figura 37. Gel de agarose 2% resultado de eletroforese a 80V por 35 minutos. As mesmas
amostras positivas para 0s genoétipos 18, 31, 33 e 58 foram utilizadas para o par 49 e os pares 41,
1, 13 e 20 (todos amplificam regides do oncogene E5 dos HPVs, 31, 33, 18 e 58 respectivamente).



Curva de eficiéncia do par 49

Figura 38. Grafico de amplificac&o e curva de eficiéncia do par 49.
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Validacdo dos pares de primers de E5, E6 e E7 do HPV31l (pares 41, 34 e 44

respectivamente)

Curva de eficiéncia do par 41
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Figura 39. Gréafico de amplificacdo e curva de eficiéncia do par 41.
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Figura 40. Grafico de amplificacdo e curva de eficiéncia do par 34.
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7.1.1.1  Curva de eficiéncia do par 44
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Figura 41. Gréafico de amplificacdo e curva de eficiéncia do par 44.

7.1.2 Validacao dos pares de primers de E5, E6 e E7 do HPV58 (pares 20, 21 e 22
respectivamente)

Testes de cruzamento do par 20

i6 68M 39M 4HC 69M 20- Gi6 ES516- MM 65M
Par 20 Par ES16 100pb Par1

1- 13IS 4HC 41- 68M 13-
Par41 Par 13

G16 68M 39M 13IS 69m 13- G16 E516- MM 13IS 41- 1315 39M 20- G16 68M 39M 13IS 69m
Par13 ParE516 100pb Par41l Par 20 Parl

Figura 42. Gel de agarose 2% resultado de eletroforese a 80V por 35 minutos.



Curva de eficiéncia do par 20
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Figura 43. Grafico de amplificac&o e curva de eficiéncia do par 20.
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Figura 44. Gréafico de amplificacdo e curva de eficiéncia do par 21.
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Figura 45. Grafico de amplificacéo e curva de eficiéncia do par 22.
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Validacdo dos pares de primers de E5, E6 e E7 do HPV18 (pares 13, 17 e 18

respectivamente)

Curva de eficiéncia do par 13
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Figura 46. Grafico de amplificac&o e curva de eficiéncia do par 13.
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Figura 47. Gréafico de amplificacdo e curva de eficiéncia do par 17.
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Figura 48. Grafico de amplificagao e curva de eficiéncia do par 18.
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Validacdo dos pares de primers de E5, E6 e E7 do HPV33 (pares 1, 4 e 5

respectivamente)

Curva de eficiéncia do par 1
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Figura 49. Grafico de amplificac&o e curva de eficiéncia do par 1.
Curva de eficiéncia do par 4
T s O s ]
; ] RS Standard Curve - Cycling A.Green (Page 1) \EHE”E
H ! £l S\fg\\;géfreen (Page 1)
. ‘ 26
RN y a =1
. ::.\ / “ 1 1 ml
- Concentrati

Figura 50. Grafico de amplificac&o e curva de eficiéncia do par 4.

Curva de eficiéncia do par 5
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Figura 51. Grafico de amplificac&o e curva de eficiéncia do par 5.



Validacdo do par de primer da Caveolina-1 (par Cavl_2)

Curva de eficiéncia do par Cavl_2
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Figura 52. Grafico de amplificacéo e curva de eficiéncia do par Cavl_2.

Validagéo do par de primer do Gangliosideo-1 (par GM1_4)

Curva de eficiéncia do par GM1_4
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Figura 53. Grafico de amplificacéo e curva de eficiéncia do par GM1_4.

Validacdo do par de primer de COX-2 (par COX2_6)
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Figura 54. Grafico de amplificacdo e curva de eficiéncia do par COX2_6.
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE)

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA

TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido a Sr. a para participar, como voluntaria, da pesquisa “Caracterizacao do perfil de
expressao molecular associado a infeccao pelo papilomavirus humano: identificagcdo de novos
marcadores moleculares e alvos terapéuticos”.

Apo6s ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra
€ do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado (a) de forma
alguma. Em caso de ddvida 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:CTERIZA(}AO 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
Endereco/Telefone/e-mail para contato (inclusive ligagdes a cobrar):

Av.Prof. Moraes Rego, s/n — Laboratdrio 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
¢ Maria da Conceicdo Gomes Leitdo

Telefones para contato: 2126-8520
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OBJETIVOS: Avaliar o perfil de moléculas envolvidas no processo da carcinogénese cervical
para a identificacdo de novos biomarcadores para diagnostico, 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 infecgéo pelo HPV e o aparecimento de les6es no colo do uUtero. Nesse questionario
ndo haverd o seu nome, e todas as informag¢des que vocé der serdo mantidas em sigilo
(segredo), ou seja, s6 terdo acesso a essas informacbes 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 prevenc¢ao 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 prevencéao 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 aplicacdo 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 néo fazer parte do estudo, de forma a minimizar esse
desconforto. O risco na coleta de sangue ou biopsia € proveniente do préprio procedimento
de rotina para prevencgéo 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 complicagdes.),
mas caso ocorra 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 0 médico ira realizar o tratamento adequado.

BENEFICIOS: Seré possivel retribuir a colaborac&o voluntaria das pacientes, com a deteccio
e identificacdo dos tipos de HPVs de alto risco mais prevalentes na nossa regido, presente
nas amostras coletadas, auxiliando no diagndstico preventivo do cancer cervical.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Nao haver4d nenhum gasto com sua
participacdo. As consultas, exames, tratamentos serdo totalmente gratuitos, ndo recebendo
nenhuma cobranga com o0 que sera realizado. Vocé também ndo receberd 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 expressao génica do Centro 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
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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, 0os procedimentos nela envolvidos,
assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participa¢éo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a
qualquer penalidade ou interrupcdo 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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ANEXO A — PUBLICACOES PRODUZIDAS DURANTE O DOUTORADO

Activities of stromal and immune cells in HPV-related cancers

Barros et al Jﬂuﬂa!ofﬁpeﬂnenta! & Chnical Cancer Research (2018) 37:137 .
https//doiong/10.1186/s1 2046-018-0802-7 Journal of EXPEI‘Imental &

Clinical Cancer Research

REVIEW Open Access

Activities of stromal and immune cells in ~ ®=*
HPV-related cancers

Marconi Rego Barros Jr', Cristiane Moutinho Lagos de Melo?, Maria Luiza Carneiro Moura Gongalves Rego Rarros®,
Rita de Cassia Pereira de Lima', Antonio Carlos de Freitas' " and Aldo Venuti® '@

Abstract

The immune systemn is composed of immune as well as non-immune cells As this systern is a well-established
component of human papillomavirus- (HPV)-related carcinogeness, high risk human papillornavirus (hrHPW)
prevents its routes and mechanisms in order to cause the persistence of infection. Among these mechanisms are
those originated from stromal cells, which include the cancer-associated fibroblasts (CAFs), the myeloid-derivad
suppressor cells (MDSCs) and the host infected cells themselves, Le. the keratinocytes. These types of cells play
central role snce they modulate immune cells activities to aeate a prosperous milieu for cancer development, and
the knowledge how such interactions occur are essential for prognostic assessment and development of preventive
and therapeutic approaches. Nevertheless, the precise mechanisms are not completely understood, and this lack of
knowledge preduded the development of entirely efficient immunaotherapeutic strategies for HPV-associated tumors.
As a result, an intense work for attaining how host immune response works, and developing of effedive therapies has
been applied in the last decade. Based on this this review aims to discuss the major mechanisms of immune and non-
immune cells modulated by hrHPV and the potential and existing immunotherapies involving such mechanisms in
HPV-related cancers. It s noticed that the combination of immunotherapies has been demonstrated to be

essential for obtaining better results, especially because the posdbility of increasing the modulating capadity of

the HPVtumor microenvironment has been shown to be central in strengthening the host immune system.

Keywords: HP\-related cancer, Innate immune response, Cancer-associated fibroblasts (CAFs), Myeloid-derived
supprassor cell (MDS0), Macrophages, Neutrophils, MNatural killer cells, Immune evasion, Immunotharapy
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Viral modulation of TLRs and cytokines and the related immunotherapies for HPV-
associated cancers

Review Article

Viral Modulation of TLRs and Cytokines and the Related
Immunotherapies for HPV-Associated Cancers

Marconi Rego Barros Jr(," Talita Helena Araiijo de Oliveira,'
Cristiane Moutinho Lagos de Melo (3,* Aldo Venuti(®,** and Antonio Carlos de Freitas(®'

! Laboratory of Molecular Studies and Experimental Therapy (LEMTE), Department of Genetics, Center of Biological Sciences,
Federal University of Pernambuco, Av. Prof Moraes Rego, 1235 Cidade Universitdria 50670-901 Recife, PE, Brazil

*Laboratory af Immunological and Antitumor Analysis (LAIA), Department of Antibiotics, Center of Biological Sciences, Federal
University of Pernambuco, Av. Prof Artur de S, s/n, Cidade Universitdria 50740-525 Recife, PE, Brazil

* Tumor Immunology and Immunotherapy Unit, Department of Research, Advanced Diagnostic and Technological Innovation,
Regina Elena National Cancer Institute, Via Elio Chianesi 53, 00144 Roma, Italy

*HPV-Usit, UOSD Tumor Immunology and Inmunotherapy, Regina Elena National Cancer Institute, Via Hio Chianesi 53,
00144 Roma, Italy

Correspondence should be addressed 1o Aldo Venuti; aldo venuti@ifo.govit
and Antonio Carlos de Freitas; acf_ufpe@yahoo.com.br

Received 18 December 2017; Accepted 26 March 2018; Published 2 May 2018
Academic Editor: Andréia M. Cardoso

Copyright © 2018 Marconi Rego Barros Jr et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons
Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original
work is properdy cited.

The modulation of the host innate immune system is a well-established carcinogenesis feature of several tumors, including
human papillomavirus- (HPV-) related cancers. This virus is able to interrupt the initial events of the immune response,
including the expression of Toll-like receptors (TLRs), cytokines, and inflaimmation. Both TLIRs and cywokines play a
central role in HPV recognition, cell maturation and differentiation as well as immune signalling. Therefore, the imbalance
of this sensitive control of the immune response is a key factor for developing immunotherapies, which strengthen the
host immune system to accomplish an efficient defence against HPV and HPV-infected cells. Based on this, the review is
aimed at exposing the HPV immune evasion mechanisms involving TLRs and cytokines and at discussing existing and
potential immunotherapeutic TLR- and cytokine-related tools.
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hrHPV E5 oncoprotein: immune evasion and related immunotherapies

de Freitas et al. Journal of Experimental & Clinical Cancer Research (2017) 36:71 .
DOI 10.1186/513046-017-0541-1 Journal of Experimental &

Clinical Cancer Research

REVIEW Open Access

hrHPV E5 oncoprotein: immune evasion @ere
and related immunotherapies

Antonio Carlos de Freitas]', Talita Helena Araujo de Oliveira], Marconi Rego Barros Jr" and Aldo Venutirw

Abstract

The immune response is a key factor in the fight against HPV infection and related cancers, and thus, HPV is able to
promote immune evasion through the expression of oncogenes. In particular, the E5 oncogene is responsible for
modulation of several immune mechanisms, including antigen presentation and inflammatory pathways. Moreover,
E5 was suggested as a promising therapeutic target, since there is still no effective medical therapy for the
treatment of HPV-related pre-neoplasia and cancer. Indeed, several studies have shown good prospective for E5
immunotherapy, suggesting that it could be applied for the treatment of pre-cancerous lesions. Thus, insofar as the
majority of cervical, oropharyngeal and anal cancers are caused by high-risk HPV (hrHPV), mainly by HPV16, the aim
of this review is to discuss the immune pathways interfered by E5 oncoprotein of hrHPV highlighting the various
aspects of the potential immunotherapeutic approaches.

Keywords: Human Papillomavirus, HPV-related cancer, E5 oncoprotein, Immune response modulation, HPV immune
evasion, Immunotherapy
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Expression profile of microRNA-203 and its ANp63 target in cervical carcinogenesis:

prospects for cervical cancer screening

ANTICANCER RESEARCH 36: 3839-3846 (2016)

Expression Profile of MicroRNA-203 and its ANp63
Target in Cervical Carcinogenesis:
Prospects for Cervical Cancer Screening

ELIANE CAMPOS COIMBRA'2, MARIA DA (JONCFJ(,_'.EO GOMES LEITAQ?,
MARCONI REGO BARROS JUNIOR®, TALITA HELENA ARAUIO DE OLIVEIRA?,
JACINTO DA COSTA SILVA NETO® and ANTONIO CARLOS DE FREITAS?

'Biological Sciences Institute (ICB), University of Pernambuco, Pernambuce, Brazil;
Laboratory of Molecular Studies and Experimental Therapy (LEMTE), Department of Genetics,
Center for Biological Sciences, Federal University of Pernambuco, Pernambuco, Brazil:
IMolecular and Cytological Research Laboratory, Department of Histology,

Federal University of Pernambuce, Pernambuco, Brazil

Abstract. Background/Aim: Host molecules disturbed by
human papillomavirs (HPV) oncoproteins have been shown
to be potential biomarkers of cervical carcinegenesis and
represent an alternative or supplementary aid to cytological
testing and HPV detection. The miR-203 and one of its
targets, ANp63, are krown to be host molecules that fnteract
with each other to comtrol  the  proliferation  and
differentiation of keratinocytes; both have been found to be
dysregulated in many cancers. As the role of p63 and miR-
203 in cervical carcinegenesis is not yer well-understood, we
have, thus, decided to evaluare the changes of expression of
both in cervical carcinogenesis. Materials and Methods: This
study was carried out by obtaining guantitative polvierase
chain reaction (gPCR) data from cervical biopsies. Results:

miR-203 and ANp63 displayed a similar expression pattern
acress cervical tissues and both targets showed statistically
significant  differences  between  low-grade  sguamous
imtraepithelial  lesion (LSIL) x high-grade squamous
intraepithelial lesion ( HSIL); HSIL x Cancer. Additionally,
we did not observe an inverse correlation between ANp63
mRNA and miR-203 levels as expected but, rather, a positive
correlation between cervical tissues. Conclusion: Although
preliminary, the expression levels of ANp63 mRNA and miR-
203 seem to be promising for cervical cancer screening. In
addition, positive correlation between miR-203 and ANp63
expression suggesis the possible existence of some indirect
pathways. However, further studies are needed to clarify the
role of ANp63 and miR-203 in cervical carcinogenesis and,
thus, derermine how they can be applied in new strategies

Jor diagnosis.
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Livro: "Reacdo em cadeia da polimerase (PCR): principio e orientacbes sobre

otimizag&o", 69p, UFPE.

1* Edigio 2018

Catalogagio na fonte

Biblioteciria: Kalina Ligia Franga da Silva, CRB4-1748

B277r Barros Junior, Marconi Rego.
Reagio em cadeia da polimerase (PCR) . prncipio @ onentagies
sobre otimizacdo / Marconi Rego Barros Junior, Marna Luiza Cameiro
Moura Gongalves Rego Barros. — Recife | Ed. UFPE, 2018
69p. .

Possui colaboradores
Inclu referéncias
ISBN 978-85-415-1016-5 (brach )

1. Botecnologia. 2. Reagdo em cadeia de polimerase. 3. Biologia
molecular. 4 Genética 5 Bioquimica | Barros, Maria Luiza Cameiro
Moura Gongaives Rego. Il Titulo

6606 CDD(23.ed) UFPE (BC2018-037)

Rua Académico Hélio Ramos, 20, Virzea

Recife, PE | CEP: 50.740-530

Fone: (Oxx81) 21268397 | Fax: (Oxx81) 21268395
www.ufpe.br/edufpe | livariagedufpe.com br

i

c
T
o
m

Todos os direitos reservados aos organizadores: Proibida a reprodugdo total ou parcial, por qualquer meio ou processe, especialmente por
sislemas grificos, microfilmicos, fotogrificos, reprognificos, fonognificos e videogrdficos. Vedada a memorizagdo ¢/ou a recuperagdo total ou
parcial em qualquer sistema de processamento de dados ¢ a inclusdo de qualquer parte da obria em qualquer programa juscibernético. Essas

proibigdes aplicam-se também as canacteristicas graficas da obri ¢ a sua editoragao.



