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RESUMO

O Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco € o principal agente causador do
cancer do colo do utero. No entanto, o HPV tem sido correlacionado com outros
tipos de cancer, como o cancer de pulmao. No entanto, ainda néo esta claro como
o HPV atua na carcinogénese pulmonar. Neste estudo, os tumores de pacientes
com cancer de pulméo foram avaliados quanto a expressao das proteinas do HPV
(E2, E5, E6 e E7) por RT-gPCR, bem como a expressao de fatores de transcricao
(STAT4, STAT3, STAT6, JAK2 e FOXO04). Também foi realizado andlises de
imunofenotipagem de linfécitos e mondcitos isolados de PBMC e cultivados in vitro
juntamente com a linhagem celular A549 transfectadas com os oncogenes do
HPV16. Pelo menos uma das proteinas do HPV foi encontrada em 66,7% dos
tumores pulmonares. As oncoproteinas E5 e E7 foram superexpressas e com forte
correlacdo positiva entre elas. Uma superexpressao de todos os fatores de
transcricao foi observada nos tumores infectados pelo HPV, principalmente FOXO4
e STAT4. Houve um aumento de citocinas no sobrenadante, células T auxiliares e
da atividade de células citotdéxica, além de uma diminuicdo das células T
reguladoras na presenca das oncoproteinas virais. Destacando-se uma atividade
anti-tumoral de E5 de HPV16. Nossos resultados sugerem que as oncoproteinas
do HPV podem estar associadas a ativacao de fatores de transcri¢do, assim como

podem manipular células imunoldgicas do microambiente tumoral de pulméao.

Palavras-chave: Cancer de Pulmao; Papilomavirus Humano; Microambiente

Tumoral; Fatores de Transcricéo



ABSTRACT
High-risk Human Papillomavirus (HPV) is the main cause agent of cervical cancer.
However, HPV has also been linked to other cancers such as lung cancer. However,
it is still unclear how HPV acts in the development of lung cancer. In this study,
tumors from patients with lung cancer were analyzed by RT-qPCR for the
expression of HPV proteins (E2, E5, E6 and E7) and transcription factors (STAT4,
STAT3, STAT6, JAK2 and FOXO4). Immunophenotyping analysis of lymphocytes
and monocytes isolated from PBMC and cultured in vitro together with the A549 cell
line transfected with the HPV16 oncogenes was also performed. At least one of the
HPV proteins was found in 66.7% of the lung tumors. Oncoproteins E5 and E7 were
overexpressed, with a strong positive association between them. Overexpression of
all transcription factors was observed in HPV-infected tumors, especially FOX04
and STAT4. There was an increase in supernatant cytokines, helper T cells and
cytotoxic cell activity, and a decrease in regulatory T cells in the presence of viral
oncoproteins. This suggests antitumor activity of E5 of HPV16. Our results suggest
that HPV oncoproteins may be associated with transcription factor activation and

manipulate immune cells in the lung tumor microenvironment.

Keywords: Lung cancer; HPV; Tumur Microenvironment; Immunological response.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo, em 2020 foi
responsavel por mais de 10 milhdes de mortes, e o cancer de pulmédo é um dos
mais incidentes tanto em homens quanto em mulheres. E bem estabelecido que a
principal causa do cancer de pulméo € o consumo de cigarro de tabaco, no entanto,
uma porcentagem consideravel de pacientes com cancer de pulmdo ndo esti
associada ao tabagismo, o que levanta a questao de outros fatores etioldgicos
estarem associados, como exposi¢ao ocupacional a agentes quimicos ou fisicos e

agentes infecciosos virais.

Os agentes virais estdo associados ao desenvolvimento de alguns
canceres, como é o caso do Papilomavirus Humano (HPV), o qual € um virus de
DNA que ja esta bem estabelecido como agente etioldgico dos canceres de colo de
Utero e de cabeca e pescoco. Além disso, recentemente, a capacidade
transformante do HPV que conta com o auxilio de oncoproteinas envolvidas na
inducéo da proliferacao celular, bem como inibicdo de supressores tumorais, esta
sendo implicada no desenvolvimento de outros tipos de canceres, como os de

mama e pulmao.

Ha cerca de 30 anos, os estudos sobre a atividade do HPV no céncer de
pulm&o tém observado que as oncoproteinas virais estao ativas e podem induzir o
processo de carcinogénese, através do aumento da proliferacdo das células,
inibicdo da apoptose, e manipulacdo do sistema imune do hospedeiro. A
capacidade de evadir ou mesmo suprimir as respostas imunologicas antitumorais €
uma das caracteristicas fundamentais nas interacdes entre as células malignas e o

microambiente tumoral. O HPV possui capacidade de se adaptar manipulando o
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microambiente tumoral para escapar do monitoramento imunolégico, diminuindo
drasticamente a apresentacdo de antigenos virais as células imunoldgicas

competentes.

O microambiente tumoral (TME) é uma estrutura dinamica altamente
interativa, composta por células cancerosas, células estromais ndo cancerosas, e
células imunes. A analise histopatoldgica de tumores solidos revela que eles séo
infiltrados por células imunes inatas e adaptativas que pode ser encontrada no TME
pulmonar e abrigam atividades promotoras e supressoras de tumores que podem
predizer o resultado clinico dos pacientes. As células imunoldgicas mais estudas
nos canceres sao as células apresentadoras de antigenos, como os macréfagos,

bem como os linfdcitos e suas citocinas e quimiocinas associadas.

Alguns fatores de transcri¢do, também, estdo associados com 0 processo
de carcinogénese em diversos tipos de cancer, incluindo canceres associados a

infeccdo pelo HPV, como € o caso de FOX04 e JAK/STAT.

A via JAK/STAT desempenha um papel essencial na diferenciacdo de
células Th, e a sua desregulacao foi associada a promocdo da progressao do
cancer, bem como evaséo imune e metastase. Sua ativagdo ocorre apos a ligacao
de citocinas a receptores celulares, que por sua vez, resulta na ativagdo de JAKs
seguido pelo recrutamento, fosforilagdo e ativacdo de proteinas STAT que sao
translocadas para o nucleo e se ligam a sequéncias promotoras especificas,

levando a transcricdo de genes alvos associados a proliferagéo celular.

Em contrapartida, o fator de transcricdo FOXO4 é em geral considerado um
supressor tumoral em diferentes tipos de tecidos, e € normalmente encontrado
minimamente expressos em diversos tipos de canceres, no entanto seu papel nos

tumores associados ao HPV precisa ser mais bem elucidado.
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Com isso, sugere-se que o microambiente imunolégico do tumor contribui
para a carcinogénese pulmonar e sua associacdo com o HPV tem potencial de
interferir na resposta imunolégica do hospedeiro, o qual pode influenciar no
prognéstico do paciente e nas estratégias de tratamento. Com esse intuito, o
presente estudo visa avaliar o microambiente tumoral pulmonar associado a
infeccéo pelo HPV considerando biomarcadores em potencial que possam auxiliar

no resultado clinico do paciente e no desenvolvimento de terapias alvo.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CANCER DE PULMAO

Quando uma célula, presente em um oOrgdo especifico, cresce de forma
rapida e desordenada, além dos limites usuais, e pode invadir partes adjacentes do
corpo e se espalhar para outros oOrgdos, ela é definida como uma célula
caracteristicamente cancerigena. O cancer € um grupo de doencas que pode afetar
qgualquer parte do corpo, além de ser uma das principais causas de morte no
mundo, e em 2020 foi responséavel por quase 10 milhdes de mortes. Os tipos de
cancer mais comuns no mundo s&o: cancer de mama, seguido pelo cancer de
pulmao, célon e reto, préstata e estbmago; sendo o cancer de pulmédo o que mais
mata no mundo (1,80 milhées de ébitos no ano de 2020) (Figura 1) (World Health

Organization 2022).

Figura 1 - Estimativa da incidéncia da taxa de mortalidade no mundo em 2022 em ambos 0s sexos

e todas as idade.
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Fonte: World Health Organization (2022)
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Segundo o Ministério da Saude, no Brasil a estimativa para o triénio 2020-2022 é
de 30 mil casos novos de cancer de pulméo, 17.760 casos novos de cancer de
pulm&o em homens e 12.440 em mulheres. Somente em 2017, o cancer de pulméao
foi responsavel por cerca de 28 mil 6bitos no Brasil (INCA 2019).

A maioria dos canceres que comeg¢am no pulmao, conhecido como cancer
primario de pulméo, sdo carcinomas derivados de células epiteliais. O cancer
primario de pulméo € dividido em dois tipos, o carcinoma de pulmao de células
pequenas (SCLC - do inglés Small-cell lung carcinoma) e carcinoma de pulmao de
células ndo pequenas (NSCLC — do inglés non-small cell carcinoma). O SCLC
representa apenas 15% de todos os casos de cancer de pulméo, mas € um tumor
altamente maligno derivado de células que exibem caracteristicas
neuroenddcrinas. JA o NSCLC é responsavel por 85% restante dos casos e é
subdividido em 3 subtipos, o0 adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e
carcinoma de células grandes (Akhtar and Bansal 2017a).

Nos ultimos anos, a classificacdo de pulmdo vem passando por algumas
mudancas. Em 2015, o livro de classificacdo da OMS introduziu muitas mudancas
importantes, devido ao avanco na compreensdo da genética e das terapias
moleculares direcionadas. De acordo com a OMS, para fazer a classificagdo do
tumor deve-se usar primeiro a morfologia, apoiada pela imunohistoquimica, e
depois as técnicas moleculares. Ao se basear nessas técnicas, o diagnéstico
patolégico dos tumores de pulméao se torna mais preciso, o que permite uma melhor
estratégia de terapia molecular direcionada e maior sobrevida do paciente
(Nicholson et al. 2022).

Algumas anormalidades moleculares individuais fazem parte dos critérios

para o diagnostico de alguns tumores de pulm&o mais raros. Embora muitas
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alteracdes moleculares ainda ndo tenham impacto na classificacdo de subtipos
tumorais especificos. Por exemplo, nos NSCLC, atualmente, € recomendado testes
de rotina para a presenca de mutacdes/fusdes de determinados genes. No caso do
adenocarcinoma de pulméo, € possivel identificar algumas mutacdes exclusivas,
como as delecbes do exon 19 de EGFR (receptor do fator de crescimento
epidermal) CSF juntamente com as mutacfes pontuais do exon 21 e a translocacao
do EML4-ALK. Ao contrario do adenocarcinoma de pulméao, ndo ocorreram grandes
descobertas na caracterizagcdo molecular do carcinoma de células escamosas de
pulméo. Contudo, mutacées em EGFR e MET, como também, rearranjos em ALK
e ROS1, podem ocorrer, especificamente em pacientes jovens que nunca fumaram
(Nicholson et al. 2022).

Em geral os tipos de alteracfes genéticas associadas ao cancer de pulmao
mais estudadas sdo: mutacdes em EGFR, rearranjo do gene ALK (linfoma quinase
anaplasico), mutacdes no gene KRAS (homodlogo do oncogene viral do sarcoma de
rato Kristen), rearranjos em ROS (Proto-oncogene 1, receptor de tirosina quinase),
mutacbes em HER2 (receptor 2 de fator de crescimento epidérmico humano),
rearranjos RET (proto-oncogene), mutacdes e amplificacdo do proto-oncogene
MET, mutac¢des oncogénicas em BRAF (proto-oncogene, serina/tirosina quinase),
além de mutacdes, delecdes e amplificacdes de PIK3CA(Villalobos and Wistuba
2017).

Como o cancer é uma doenca multifatorial, diversos fatores podem estar
interferindo  em marcadores moleculares associados ao desenvolvimento e
progressao tumoral. O tabagismo € o fator mais associado ao cancer de pulmao.
Entretanto, cerca de 15% dos casos de cancer de pulméo ocorrem em pacientes

nao fumantes, entdo outros carcindbgenos ambientais podem estar influenciando o
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desenvolvimento do cancer de pulmao, tais como, arsénio, asbesto, radoénio,
poluicdo do ar, outras doencas respiratérias prévias como a bronquite cronica,
enfisema, tuberculose, pneumonia e asma (Hessel et al. 2005; Liang et al. 2009;
Shepshelovich et al. 2016). Além disso, infec¢des virais, como por exemplo pelo
virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV - do inglés ), virus Epstein-Barr e o
Papilomavirus Humano (HPV - do inglés Human papillomavirus) tém sido
apontados como possiveis agentes associados ao cancer de pulméao (Akhtar and

Bansal 2017a).

2.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO

As infec¢des por microrganismos sao responsaveis por 20-25% de todos os
canceres humanos. Dentre os microrganismos, o0 HPV é o que mais se destaca,
pois é responsavel por 30% de todos os cénceres relacionados a agentes
infecciosos (Araldi et al. 2018).

A prevaléncia mundial do HPV varia de acordo com a populagéo analisada
e o nivel de desenvolvimento econémico da regido. Estima-se que o HPV cause
610.000 casos de cancer e 250.000 mortes ao ano. Segundo a OMS, 85% dessas
mortes ocorrem em paises em desenvolvimento. Além disso, a presenca do HPV
pode variar de acordo com o local anatémico do corpo. Acredita-se que o HPV seja
responsavel por mais de 90% dos canceres cervicais, 88% dos canceres anais e
50% dos canceres de pénis. Foi observado, também, que a prevaléncia do HPV no
Brasil pode variar de acordo com o local anatbmico do corpo, apresentando
menores taxas na cavidade oral em comparacdo com a regido cervical, peniana e
anal (Araldi et al. 2018; Colpani et al. 2020; World Health Organization 2022).

No Brasil, a prevaléncia do HPV é alta, variando nos canceres genitais entre

10,4 e 72% dependendo do sexo. Por ser um pais com proporc¢des continentais e
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significativa diversidade socioecondmica, a epidemiologia da infeccéo pelo HPV,
no Brasil, também pode ser impactada por essas variaveis. O qual foi observado
uma prevaléncia ligeiramente maior do virus nas regides nordeste e centro-oeste.
(Colpani et al. 2020).

O HPV pertence a familia Papillomaviridae que € uma das familias virais
mais antigas conhecidas. O primeiro registro da associa¢do do HPV foi em lesbes
cutaneas papilomatosas com potencial carcinogénico, por volta da década de 1920,
quando foi descrito pela primeira vez uma condicdo hereditaria denominada
Epidermodisplasia verruciforme (EV). Posteriormente, observaram que individuos
com EV infectados com B-HPV 5 e 8 apresentaram maior risco de desenvolver
cancer de pele ndo melanoma (Nunes et al. 2018).

A familia Papillomaviridae é dividida em 39 géneros. Ha atualmente 205 tipos
de HPV identificados, que foram categorizados em cinco géneros, incluindo 65
Alphapapillomaviruses, 51 Betapapillomaviruses, 84 Gamapapillomaviruses, 4
Mupapillomaviruses e apenas um Nupapillomavirus. Os HPVs do género alfa séo
de maior importancia, pois estdo associados a canceres orais, de mucosa e
canceres do trato anogenital (Harden and Munger 2017).

Ha aproximadamente 40 tipos de HPVs alfa que infectam o epitélio da
mucosa e sao classificados como de baixo risco (LR — do inglés low risk) e de alto
risco (HR — do inglés high risk) com base em sua associacao clinica com verrugas
ou lesBes com propensdo a progressdo maligna. Todos os HPVs podem induzir
lesdes benignas proliferativas. No entanto, 12 tipos virais estdo mais relacionados
com neoplasias malignas (HPV- 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e
59)(Graham 2017; Harden and Munger 2017; Araldi et al. 2018). Aspectos

morfoldgicos e genéticos do HPV
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O HPV é uma particula viral ndo envelopada de capsideo icosaédrico,
composto por uma unica molécula de DNA circular de fita dupla com
aproximadamente 8.000 pb. Apenas uma fita do genoma é utilizada como molde
para a transcricdo e esta fita codificante possui trés regiées gendmicas, incluindo
aproximadamente 10 quadros abertos de leitura (ORF — do inglés open reading
frame) (Harden and Munger 2017).

Muitas proteinas virais sdo expressas a partir de um mRNA policistrénico e,
com o HPV, ndo é diferente. Seu transcrito contém as proteinas de expressao
precoce (E) E1, E2, E4, E5, E6 e E7, as quais estdo associadas com a replicacao
viral e proliferacdo celular; as proteinas de expressao tardia (L), a qual codifica a
maior proteina (L1) e a menor proteina (L2) do capsideo e; uma regido nao
codificante (NCR), também conhecida como longa regido de controle (LCR — do
inglés long control region), que esta localizada entre as ORFs de L1 e E6. Embora
nao codificante, a LCR possui muitos elementos regulatérios envolvidos na
replicacdo do DNA e transcricdo, incluindo a origem de replicacao (ori) (Araldi,
2018). Além das proteinas precoces mencionadas, é observado em todos os PVs
a proteina precoce E8, que atua como um repressor transcricional, juntamente com
E2, e reprime a replicagcao dependente de E1/E2 (Tommasino 2014; Dreer et al.
2017; Mcbride 2017; Gheit 2019).

As caracteristicas das regides do genoma sdo compartilhadas entre todos
os HPVs alfa, como pode ser observado na figura 2. Porém, apenas quatro ORFs
(E1, E2, L1 e L2) sdo necessarias para garantir a replicacéo viral e a disseminacgao
do virus, e estédo presentes em todos os PVs conhecidos. Certos géneros e tipos
de HPV nao possui alguns tipos de ORFs, como por exemplo, a ORF E5 que esta

ausente nos HPVs do género beta, gama e mu, e as ORFs E5 e E6 que estdo
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ausente em trés tipos de HPV gama (HPV 101, 103 e 108). Além disso, é observado
em alguns HPVs beta e gama certas particularidades, como a de possuir um LCR

mais curto em comparacao com membros de outros géneros (Gheit 2019).

Figura 2 — Organizacao gendmica do HPV do tipo alpha e funcdo de cada proteinas. (A) O
genoma do HPV é dividido em proteinas precoces, proteinas tardias e longa regido de controle.
(B) As proteinas precoces sdo compostas por E1-E8, e as proteinas tardias por L1 e L2, cada uma

delas com fungdes especificas na replicagao viral.

A
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Atua com E2 formando o complexo E1-E2 responsavel por
atrair proteinas do hospedeiro necessdrias para a replicagio
viral; Possul um dominio helicase dependente de ATP

Atua como regulador transcricional das oncoproteinas E6 e
E7 ao se ligar ao promotor p9; Regula o nimero de cépias
virals

interagem com a queratina levando a fragilidade celular e
contribuindo para a saida do virion

Atua sinergicamente com EGF, levando a proliferagio celular;
Envolvida na evasdo imune e persisténcla da infecglo;
Formar proteina canal transmembrana

Oncoproteina que possui agdo transformante; Possui a
capacidade de reduzir os nivels da proteina supressora
tumoral pS3, promovendo sua degradagio

Oncoproteina que se liga a oncoproteina supressora tumora
PRB acarretando na tranlocagdo nuclear de E2F que promove
a expressio de genes levando a proliferagio celular

Atua como um repressor transcricional e reprime a
replicagdo dependente de E1/E2 da origem viral

Maior proteina do capsideo e a mais conservada; crucial para
a infecgdo viral pois se liga & HSPGs na membrana basal
facilitando sua vacuolizagdo

Menor proteina do capsideo; Necessdria para a infecgdo viral
e montagem, facilitando o empacotamento do DNA.

Fonte: A autora (2023)

2.2.1 O papel das proteinas do HPV no ciclo de infec¢éo

O HPV é uma doenca transmitida sexualmente, embora a infeccdo nao
sexual também possa ser possivel. Evidéncias sugerem que o HPV pode ser
verticalmente transmitido, pois foi possivel observar a sequéncia do DNA viral na
cavidade oral de recém-nascidos, leite materno, liquido amniético, placenta,
sangue de cordao umbilical e no espermatozdide (Araldi et al. 2018; Gheit 2019).

Cerca de 90% das infecgbes por HPV sdo combatidas pelo sistema
imunolégico do hospedeiro dentro de 1 a 2 anos e originam apenas infeccbes
assintomaticas. Todavia, algumas infeccdes podem ser persistentes, o que €&
explicada por varios fatores, como o consumo de alcool que aumenta

sinergicamente a carga viral do HPV HR; o tabagismo isolado também desempenha
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um papel importante na aquisicdo de infeccdo persistente e; fatores de risco
genético do hospedeiro que, também, pode predispor o individuo a uma infeccao
persistente (Gheit 2019).

Para que uma infeccdo pelo HPV se mantenha persistente, as células
indiferenciadas epiteliais na camada basal devem ser infectadas. Porém, elas nédo
sao facilmente acessiveis e o virus s6 é capaz de infectar as células basais por
meio de micro feridas que expde a camada epitelial inferior (Harden and Munger
2017) (Figura 3).

Uma vez que essas células tenham sido alcancadas, a proteina L1 se liga a
proteoglicanos heparan sulfato (HSPGs - do inglés, Heparan sulfate
proteoglycans), que serve como receptores primarios de fixacdo nas células basais,
promovendo uma mudanca conformacional no capsideo viral. Embora conhecido
como um sitio de ligacdo importante, 0 HSPG nao é Unico, pois estudos mostraram
gue a proteina L1 pode se ligar também a diferentes integrinas (Araldi et al. 2018;
Scarth et al. 2021). Apdés as mudancas conformacionais no capsideo, a regido N-
terminal de L2 é exposta e clivada pela furina, uma proteina com atividade
proteolitica capaz de interagir com diferentes fatores de crescimento, receptores
celulares e virais. Esta acdo é necessaria para promover uma segunda mudanca
conformacional no capsideo viral que auxilia na ligacdo do virus a receptores
celulares. Posteriormente, o virus € internalizado em estruturas vacuolares pela
clatrina ou caveolina, mediado por mecanismos de endocitose. Quando os
lisossomos se ligam a essas vesiculas endociticas € formado o fagolisossomo,
onde ocorre a diminuicdo do pH, que leva a desmontagem do capsideo viral e,
finalmente, a liberacdo do genoma viral (Araldi et al. 2018; Scarth et al. 2021). O

movimento do virus através do citoplasma para o nucleo provavelmente ocorre ao
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longo dos microtubulos através da associacdo das vesiculas a L2. A entrada do
genoma viral no nucleo requer mitose e esse processo € mediado por L2 (Harden
and Munger 2017).

Antes da sua entrada no nucleo das células epiteliais da camada basal, o
DNA viral é mantido nas células como um plasmideo multicépia estavel ou
epissoma. O HPV nado € capaz de se auto-replicar, pois 0 virus ndo expressa
polimerases. Por este motivo, se inicia a acdo das primeiras proteinas virais E1 e
E2. Estas proteinas precoces interagem com a célula do hospedeiro, e induzem a
entrada da fase S como mecanismo para obter DNA polimerases, acarretando na
amplificacdo do genoma viral (Harden and Munger 2017; Araldi et al. 2018).

Embora acredite-se que a amplificac&o inicial requer E1 e E2, a proteina E1
pode ndo ser necessaria, uma vez que o numero de copias virais tenha atingido um
limite de 50-100 copias. Nesta fase latente do ciclo de vida viral, os genomas do
HPV persistem nas células epiteliais basais por anos e até décadas. No entanto,
em algum momento, uma mudanca na replicacdo estavel para a replicacao
vegetativa do DNA viral, deve ocorrer, para permitir a producdo de genomas para
empacotamento em virions (Mcbride 2017; Harden and Munger 2017; Tognon et al.
2019).

O genoma do HPV HR pode integrar-se aos cromossomos do hospedeiro e
€ considerado um importante condutor da carcinogénese. A integracéo depende da
inativacdo do gene E2, que é importante para alcancar a transformacao neoplasica

uma vez que E2 atua como um regulador transcricional de E6 e E7. Quando
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presente em altos niveis, E2 se liga ao promotor p97, presente no LCR, impedindo
a ligacdo da RNA polimerase Il ao p97 e, consequentemente, reprimindo a
expressado de E6 e E7 (Graham 2017; Araldi et al. 2018; Gheit 2019).

O mecanismo de integracdo do DNA pode contribuir para a transformacéo
maligna de células cervicais induzidas por HPV, afetando a expressao de genes
chaves do hospedeiro préximo ao local de integracédo, uma vez que pode influenciar
padrées de metilacdo e a expressdo de genes importantes para a homeostase
celular. A integracao de sequéncias de HPV parece ocorrer preferencialmente em
sitios frageis comuns em cromossomos humanos, em regides transcricionalmente
ativas ou perto de microRNAs. Embora os pontos de quebra estejam distribuidos
no genoma inteiro, os sitios frageis sdo mais suscetiveis a integracdo viral,
sugerindo que a integracdo € um evento ndo randémico (Mcbride 2017; Araldi et al.
2018; Gheit 2019).

Os danos genéticos induzidos pelas oncoproteinas do HPV ocorrem cedo
nas lesGes neoplasicas, quando o genoma do virus ainda esta no estado epissomal.
A integracdo parece ser uma consequéncia direta da instabilidade cromossémica
induzida por E5, E6 e E7, que além disso também promovem a ativacdo da
maquinaria de replicacdo do DNA. As ORFs E6 e E7 tem a capacidade de modificar
o0 ambiente celular para permitir a amplificacdo do genoma viral nas células
diferenciadas, que normalmente seriam incompetentes para a replicacdo do DNA
(Araldi et al. 2018).

Estas modificacOes celulares se ddo normalmente pela interacdo de E6 com
a proteina supressora de tumor, p53. A proteina p53 tem sua acao na atividade
proliferativa e pro-apoptotica, porém quando E6 se associa a p53 sua atividade &

inibida. E6 também aumenta a atividade da telomerase, permitindo a manutencao
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da integridade dos telébmeros apesar das repetidas divisdes celulares. A
oncoproteina E7 também interfere no ambiente celular, atuando principalmente no
supressor tumoral de retinoblastoma (pRB), que acarreta na liberacdo de membro
da familia E2F e resulta na ativacédo da expressao de genes que controlam a sintese
de DNA e proliferagcéo celular (Harden and Munger 2017; Scarth et al. 2021; Vats
et al. 2021).

Além das oncoproteinas E6 e E7, a oncoproteina E5 € também de grande
importancia no processo carcinogénico das células. A proteina E5 do HPV atua
sinergicamente com o fator de crescimento epidermal (EGF- do inglés epidermal
growth factor), levando a proliferacdo celular. E5 também interfere no aparato de
golgi, causando a retencdo do complexo de histocompatibilidade classe | (HLA —
do inglés Human leucocyte Antigen) e evita seu transporte a superficie celular. Esse
€ um dos mecanismos de evasdo imune, que contribui para a persisténcia da
infeccdo. Além disso, E5 foi classificada como uma viroporina, uma proteina canal
capaz de modular a homeostase de ions, trafico, producéo de virion e entrada do
genoma viral, o qual afeta a comunicacao intercelular e auxilia na transicéo epitélio-
mesenquimal (Araldi et al. 2018; Scarth et al. 2021).

A conclusao do ciclo viral envolve a saida do ciclo celular e a expresséo de
L1 e L2 para permitir o empacotamento do genoma viral. A montagem viral é
observada na maioria das camadas epiteliais diferenciadas, nos nudcleos dos
queratindcitos, nos quais ocorreu a replicacdo do genoma viral e a expressao das
proteinas virais. A liberacdo do virus ocorre através da degeneracdo das células
diferenciadas, levando a formacédo de coildcitos. A formacédo dos coilocitos é
atribuida as oncoproteinas E5 e E6, e 0 mecanismo da vacuolizagao citoplasmatica

contribui para a fragilidade dos queratindcitos, facilitando a liberacdo dos virus. Ou
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seja, os coilocitos sdo ceélulas destinadas a apoptose (Harden and Munger 2017,
Araldi et al. 2018; Tognon et al. 2019).

E4 também pode contribuir para a liberagcdo de virions, ligando-se aos
filamentos de citoqueratina e interrompendo sua estrutura. Sua expressao nas
camadas epiteliais granular e suprabasal, interage com fibras amiloides associadas
a queratina levando a fragilidade celular e contribuindo para a saida do virion

(Harden and Munger 2017; Araldi et al. 2018).

Figura 3 — Ciclo de infeccao do HPV no epitélio escamoso. Diferenciacdo e maturacdo das
células epiteliais escamosa (lado direito). Apés infeccédo pelo HPV nas células da camada basal,
ocorre a expressdo das proteinas virais ndo estruturais. A populacao de células se expande
verticalmente e as proteinas virais se expressam sequencialmente e os virions maduros sao
produzidos e liberadas na camada mais superficial. As células APC estdo esgotadas no epitélio

infectado.
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2.3 CANCER DE PULMAO E SUA ASSOCIACAO COM O HPV

A possivel associacdo do HPV com o cancer de pulmédo teve inicio na
década de 1970, no entanto, diferentemente do cancer cervical, o envolvimento do
HPV no céancer de pulméo ainda nédo esta bem estabelecido. A primeira evidéncia
da relacéo entre o HPV e o cancer de pulméo foi observada por Roglic et al., em
1975, seqguido por Rubel e Reynolds em 1979, onde encontraram em seus estudos
semelhancas histolégicas e citoldgicas caracteristicas da infec¢éo pelo HPV, como,
por exemplo, a presenca de coilocitose em amostras de escarro de lesbes
brénquicas benignas. Simultaneamente, em 1979 e 1980, Syrjanen também
observou alteracdes condilomatosas no epitélio brénquico que lembravam lesfes
encontradas no trato genital, e sugeriu o envolvimento do HPV nesse processo
(Roglic et al. 1975; Rubel and Reynolds 1979; Syrjanen 1979).

Com o avanco da biologia molecular, a identificacéo e tipificagdo do HPV,
ficou mais precisa, e mais estudos foram surgindo com o objetivo de identificar o
virus no cancer de pulméo. Com isso, estudos epidemiolégicos, realizados desde
1990, em diferentes locais do mundo como a Franca, EUA, Finlandia, Grécia,
China, entre outros paises, sugeriram a relacdo entre a infeccédo pelo HPV e o
desenvolvimento do cancer de pulm&o (Hsu et al. 2009; Cardona et al. 2018). E

possivel observar os estudos realizados até o presente momento na tabela 1.

Quadro 1 — Estudos que detectaram o DNA do HPV em amostras de pulméao

Ano  Autor Pais Tipo de Preservacéo do tecido Técnica de
HPV deteccéo
1989  Syrjanenetal. Finlandia 16 Tecido parafinado PCR

1990  Kulski et al. Australia 6,11, 16,18  Tecido parafinado ISH
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1995

1995

1996

1998

1998

1999

2000

2001

2003

2005

2005

2006

2007

2007

2007

2008

2009

2010

2010

2010

2011

2011

2011

2012

Kinoshita et al.

Nuorva et al.

Hirayasu et al.
Bohlmeyer et al.
Tsuhako et al.

Hiroshima et al.

Miyagi et al.
Cheng et al.
Chiou et al.

Jain et al.

Coissard et al.

Ciotti et al.

Nadji et al.

Aguayo et al.

Giuliani et al.

Cheng et al.

Hsu et al.

Baba et al.
Branica et al.

Joh et al.

Carpagnano et al.

Koshiol et al.

Goto et al.

Kato et al.

Japéo

Finlandia

Japéo
EUA
Japéao
Japdo
Japéao
China
Taiwan

india

Franca

Italia

Iran

Chile

Italia
China

Taiwan

Japdo
Croacia
EUA

Italia

Italia

Japéao
Coréia

Japéo

18

6, 11, 16, 18,
31, 33

6, 16, 18

18

6, 11, 16, 18
16

6, 11, 16, 18
16, 18

16, 18

18

16

16, 18, 31
16, 18, 6, 11,
26, 31

6, 16, 18, 31,
45

16, 18, 31, 53
16

16, 18

16, 33,18, 6
16, 18, 33
11, 16

16, 30, 31, 39

6, 18

6, 11, 16, 18

16, 58

Tecido fresco congelado

Tecido parafinado

Tecido parafinado
Tecido parafinado
Tecido parafinado
Tecido parafinado
Tecido parafinado
Tecido fresco

Tecido sanguineo

Tecido parafinado e tecido

sanguineo

Tecido fresco congelado

Tecido parafinado/ tecido
fresco

Tecido parafinado

Tecido prafinado
Tecido fresco

Tecido parafinado

Tecido parafinado
Aspirado Bronquico
Tecido fresco

Ar exalado condensado/

escovado brénquico/
tecido fresco

Tecido parafinado

Tecido parafinado

Tecido parafinado

PCR/DBH

PCR

PCR
PCR/SBH
PCR

PCR

PCR
PCR/ISH
PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR/SBH
ISH

PCR

PCR
PCR
PCR/Seq

PCR/IHQ/
Pirosequenciamento

PCR

PCR

PCR
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2013 Mehraetal. Canada 16, 18, 35, Tecido parafinado PCR
52, 53

2014 Sarchianaki etal.  Grécia 16, 18, 31, Tecido parafinado gPCR
33,11, 6,59

2016 llahi et al. Paquistdo 16, 18 Tecido parafinado PCR

2016 Luetal. China 16, 18 Tecido parafinado PCR

2014 Isaetal. Japéao 6 Tecido parafinado PCR

2016 Kawaguchi et al. Japéao 16, 62, 66 Tecido parafinado PCR

2018 Oliveiraetal. Brasil 16, 18 Tecido fresco congelado PCR/IHQ
/ tecido parafinado

2020 Yao Wu et al. China 16 Sangue/ Tecido fresco PCR
congelado

DHB hibridizacdo dot blot, ISH hibridizacdo in situ, SBH hibridizacdo southern blot, Seq
sequenciamento.

Fonte: A autora (2023)
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2.3.1 Possiveis rotas de infecgdo pelo HPV

Sabe-se que o principal meio de transmissao do HPV no cancer cervical é
através da relagéo sexual, onde o virus infecta o epitélio basal da cérvix através de
micro feridas presente no colo do Gtero ou através das jun¢des escamo colunares
(JEC), que ocorrem entre o encontro de dois epitélios diferentes.

Apesar do pulméo ser um 6rgdo anatomicamente distinto do colo uterino,
eles apresentam pequenas semelhancas histolégicas. Por exemplo, o trato
respiratério também é composto por dois epitélios diferentes, que contém varias
JEC. Nos bronquios, as JEC podem ocorrer naturalmente ou como metaplasia
escamosa secundéria ao consumo de cigarro. O processo de metaplasia se inicia
com a ativacdo e posterior hiper proliferacdo das células basais quiescentes
presentes no epitélio pseudoestratificado. Como consequéncia, as células
epiteliais comecam a apresentar uma diferenciagéo de células escamosas, devido
a expressdo de citoqueratinas epiteliais escamosas e de moléculas de adesao
celular. Por fim, as alteracdes bioguimicas e metabdlicas que a metaplasia induz
tornam o epitélio brénquico suscetivel a infeccdo pelo HPV (F. Cardona et al. 2019;
Tsyganov et al. 2019).

Como mencionado anteriormente, o tabagismo pode auxiliar no processo de
infeccdo pelo HPV, além de ser o principal fator etiologico da carcinogénese
pulmonar, é responsavel por cerca de 80% dos casos de cancer de pulmao (Akhtar
and Bansal 2017b). Apds a confirmacéo da presenca do HPV no cancer de pulméo,
deram inicio estudos sobre a possivel relacdo do tabagismo e o HPV. Em uma
meta-analise realizada por Zhang et al, foi observado que a taxa de infeccéao pelo

HPV em fumantes foi maior do que em pacientes com cancer de pulméao que nunca
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fumaram, apoiando a ideia de que o tabagismo e o HPV possuem um efeito
sinérgico no desenvolvimento do cancer de pulméao (Zhang et al. 2019).

A fumaca do tabaco possui cerca de 4000 compostos e mais de 60 deles
tém atividade carcinogénica comprovada, e foram associados a ativacdo de
algumas oncoproteinas do HPV. Como por exemplo, o benzopireno, que € um
hidrocarboneto aromatico policiclico presente na fumaca do cigarro, € capaz de
aumentar a expressao da oncoproteina E7 nas células de cancer cervical. Além
disso, foi demonstrado que o benzopireno € capaz de aumentar o numero de virions
do HPV. A nicotina, importante componente da fumaca do tabaco, foi capaz de
ativar LCR do HPV de alto risco no cancer cervical. Ha, também, evidéncias da
fumaca do tabaco associada com o virus do HPV em células de pulméao.Além disso,
Foi observado que a fumaca condensada do cigarro possui capacidade de ativar o
promotor p97 do HPV 16 atuando na LCR nas células epiteliais do pulméao, bem
como uma cooperacdo com 0s oncogenes E6 e E7, sensibilizando as células do
pulméo a danos no DNA induzidos pela fumaca do tabaco (Pefia et al. 2015).

Em contrapartida, diversos estudos demonstram haver uma relagcdo maior
entre 0 HPV e pacientes do sexo feminino que nunca fumaram, associando essa
relacdo com infeccbes previas do HPV no colo uterino (Bae and Kim 2016). A
metastase pulmonar é a mais comum no cancer do colo do Utero, cuja incidéncia &
de cerca de 4,33% (Chen et al. 2020). Inclusive, foi observado em um estudo,
realizado em modelo murino de metastases pulmonares de cancer cervical, que a
administracdo de uma vacina terapéutica, contendo um peptideo E7 de HPV16, foi
capaz de inibir o crescimento de metastase pulmonar (Suo et al. 2021).0 que
demonstra que o HPV pode estar interferindo, também, no desenvolvimento do

cancer de pulméo, e que terapias voltadas tanto para tratar como para prevenir a
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infeccdo do virus do HPV, podem auxiliar na diminuicdo do desenvolvimento dos
tumores pulmonares. Infelizmente, o progndstico de pacientes com cancer cervical
com metastase pulmonar ainda esta longe de ser satisfatorio.

Contudo, ha outros meios pelo qual o HPV pode se estabelecer no pulmao.
A principal hipétese é a via hematogénica, onde o HPV inicialmente infecta o
sistema reprodutor feminino e masculino, podendo atingir, posteriormente,
leucdcitos circulantes que podem servir de reservatério viral para a infeccdo de
outros orgaos. Como o pulmao é um tecido altamente vascularizado, isso o torna
suscetivel a capturar o virus e eventualmente desenvolver o tumor. Ha algumas
evidéncias que apoiam essa hipotese, como a alta prevaléncia do DNA do HPV em
amostras de sangue periférico observado em pacientes com NSCLC, como
também a presenca do HPV de alto risco no sangue periférico de doadores de
sangue saudaveis (Chiou et al. 2003; F. Cardona et al. 2019).

Outras hipéteses referem-se a infeccéo oral-genital que causa a transmissao
pela garganta para o pulméo, pois foi observado o DNA do HPV em homens cujas
parceiras possuiam infeccao cervical ou oral pelo HPV, e a infeccéo através do ar
inalado pois, também foi visto o material genético do virus no ar exalado
condensado de pacientes com cancer de pulméo, propondo assim, que o HPV pode
ser transmitido tanto pelo contato oral-oral e genital-oral, como também por inalar

o ar infectado (F. Cardona et al. 2019) (Figura 4).

Figura 4 — Diferentes hip6teses de transmissdo do HPV para o pulmao. A transmissédo do HPV
pode se dar através do ar, por comportamento sexual de alto risco, tanto através pelo contato da
boca com os 6rgdos sexuais ou pelo contato entre os érgaos reprodutores de forma desprotegida,

no qual o virus pode ir até o pulméo através da via hematogénica.
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2.3.2 Prevaléncia epidemiologica do HPV em canceres de pulméao

A frequéncia do virus varia amplamente, desde a auséncia total de virus no
tecido até uma frequéncia de mais de 75% nos tumores de pulmao. Isso pode se
dar devido as diferentes localiza¢cdes geograficas e metodologias utilizadas em
cada estudo (Tsyganov et al. 2019). A maior prevaléncia do HPV, nos tumores de
pulmao, foi detectada na Asia, seguido pelas Américas e Europa. O Brasil, Coreia,
Grécia e Taiwan apresentaram a maior percentagem média de ocorréncia do virus
(mais de 40%) (Tsyganov et al. 2019; Karnosky et al. 2021).

No entanto, na América latina a prevaléncia do HPV nos tumores de pulmao
variou de 7,7% a 64,3% (Castillo et al. 2006; Aguayo et al. 2007). Essa variagdo

também pdde ser observada em diferentes localizacbes do Brasil, onde foi
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encontrado o DNA do HPV em 52% das amostras de cancer de pulméo no
Nordeste, enquanto que em um estudo realizado no sudeste do Brasil, ndo foi
possivel detectar o DNA do HPV em tumores de pulméo (de Oliveira et al. 2018a,;
Silva et al. 2019).

O principal tipo de HPV encontrado nos tumores pulmonares, séo os tipos
de HPV de alto risco 16 e 18, porém, nos trés continentes a prevaléncia do HPV 16
€ maior do que o HPV 18 (Karnosky et al. 2021). A maior ocorréncia dos tipos mais
oncogénicos (16 e 18) é observado na Asia (40,3%), seguido pela América Latina
(33,6%), Europa (25,6%) e América do Norte (15,4%). Os tipos de baixo risco (6 e
11) também foram detectados em alguns estudos. Os tipos 6 e 11 foram mais
predominantes na Asia (39,9%), depois Europa e América do Norte com 30% e
12,8%, respectivamente. Na América Latina os tipos de baixa oncogenicidade nédo
foram detectados (Tsyganov et al. 2019).

Em grande parte dos estudos, o HPV foi detectado em diversos tipos de
tecidos tumorais de pulm&o com incidéncias variadas. A maior percentagem de
deteccdo do HPV nos tecidos tumorais de pulméo foi observada no carcinoma de
células escamosas do que no adenocarcinoma (25,8% e 21,1%, respectivamente)
(Tsyganov et al. 2019). Porém, em outro estudo, mais recente, a frequéncia do HPV
foi maior no adenocarcinoma (30,8%) do que no carcinoma de células escamosas
(29,3%) (Karnosky et al. 2021).

Além disso, foi observado que determinados subtipos histolégicos de
NSCLC, como o cancer de pulm&o de células escamosas, € mais comum em
homens (44% dos casos em homens versus 25% em mulheres) e o
adenocarcinoma € o tipo mais comum em mulheres (42 % dos casos em mulheres

e 28 % em homens). Também foi demonstrado que o carcinoma de células
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escamosas e o0 cancer de pequenas células estdo mais associados ao tabagismo,
em comparacdo com 0 adenocarcinoma que € mais comum em pacientes nao
fumantes. Além disso, a histologia de pacientes ndo fumantes com adenocarcinoma
parece ser menos complexa, com uma maior presenca de mutacdes especificas,
particularmente EGFR, Her2, bem como translocacdes ROS e ALK (F. Cardona et

al. 2019).

2.3.3 Perfil Molecular do microambiente tumoral pulmonar

O cancer de pulmédo apresenta um perfil de alteracbes em mecanismos
moleculares. No entanto, a presenca do HPV nesses tipos de tumores pode
modificar o perfil molecular. Oncoproteinas do HPV possuem a capacidade de
interagir com alguns genes associados as vias que atuam na proliferacdo celular,
tais como, p53, o gene da interleucina 10 (IL-10), os genes Bcl-2, clAP2, EGFR,
metaloproteinases, hTERT, HIF-1a, RB e AhR (de Freitas et al. 2016).

As oncoproteinas E6 e E7 sdo as mais estudadas no cancer de pulméo. E6
€ bastante associada com inativacdo da proteina supressora tumoral P53 e E7 a
pRB, que também tem funcdo de suprimir tumores. Juntas, E6 e E7, tem alto
potencial de transformacé&o e atuam cooperativamente na ativagao da fase S nas
células infectadas e evita a apoptose. Este ambiente prové um alto potencial
maligno através da instabilidade gendmica e interferéncia no ciclo celular,
auxiliando no processo de carcinogénese pulmonar (Moody and Laimins 2010; de

Freitas et al. 2016) (Figura 4).

Figura 5 — Acdo dos oncogenes em vias de sinalizacdo celular. (a) atividade de E6 na degradagéo
de p53 acarretando na sobrevivéncia celular devido a inibicdo da apoptose; (b) E7 do HPV

interagindo e degradando pRB, ativando a sintese celular; (c) regulacdo de EGFR pela
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oncoproteina E5 do HPV, levando a hiperproliferacdo e no aumento da sinalizagéo de EGFR e
atraso na diferenciacéo celular.
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Fonte: Adaptado de Medda et al. (2021)

A proteina TP53, quando ativa, tem a capacidade de induzir a parada do
ciclo celular pela ativacdo de genes cuja proteinas atuam na proliferacéo celular.
No entanto, quando a célula infectada pelo HPV, comeca a expressar a
oncoproteina E6 do HPV, esta tem a capacidade de se ligar a E6AP e juntos
degradar a proteina TP53 ao formar o complexo E6/E6AP/P53. A degradacédo de
TP53 impedira a célula de entrar em apoptose (de Freitas et al. 2016). Esta
atividade foi confirmada no cancer de pulméo infectado pelo HPV, onde o gene p53
mostrou-se menos expresso quando o HPV estava mais expresso nos tumores de

pulméo (Rezaei et al. 2020).
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Quanto a atividade de E7 nas células infectadas, esta oncoproteina se liga
a pRB, resultando na dissociacdo do complexo E2F/pRB/HDAC. Esta dissociacao
permite que o HDAC e E2F fiquem livres para ativar a transcricdo dos genes de
proliferacéo celular e inativar genes supressores de tumor, como P16NK4, através
de modificacbes epigenéticas, que hipermetila seu promotor e remodela a
cromatina (Wu et al. 2005; de Freitas et al. 2016). No estudo realizado por Rezaei
e colaboradores, pode-se observar a diminuicdo da expressao do gene pRB que
poderia ser justificado pela acdo da oncoproteina E7, pois a diminuicdo de pRB, foi
associada a alta expressao do HPV nas amostras de cancer de pulméo (Rezaei et
al. 2020).

No entanto, o gene E5 do HPV, diferentemente do E6 e E7, ndo tem sido
estudado no cancer de pulmao, mas baseado na sua atividade no cancer cervical,
podemos destacar o quanto sua funcdo na carcinogénese € importante. Por
exemplo, alguns estudos demonstram que a oncoproteina E5 é capaz de aumentar
a sinalizacdo do EGFR através de mecanismos diretos e indiretos que levam a
proliferacéo e progressédo do ciclo celular no cancer cervical (Muller et al. 2015a).
Além disso, alteracbes em EGFR é bastante comum em alguns tipos de cancer de
pulméo, o que pdde ser visto, também nos canceres de pulmao infectados pelo
HPV, onde mutacdes em EGFR foi significativamente mais associada a presenca
do DNA do HPV em adenocarcinoma de pulméo (Kato et al. 2012; Tung et al.
2013a; Li et al. 2016a). No entanto, a correlacdo do EGFR com a oncoproteina E5
do HPV ainda néo foi confirmada nos tumores pulmonares.

Recentemente, estudos avaliaram a expressdo de miRNAs em tumores
pulmonares associados ao HPV. Esses estudos mostraram que o0os miRNAs

auxiliam no desenvolvimento, progressao e metastase do tumor. Entre os miRNAs
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mais relevantes estéo: miR-20, miR-424, let-7, miR-23, miR34, miR-125, miR-146,
miR-210, miR-183, miR-182 e miR-144. Foi observado que o aumento da
expressao dos genes do HPV, principalmente E6 e E7, poderia atuar na progressao
e desenvolvimento do cancer de pulméo juntamente com miRNAs. Dentre os
mMiRNAs mencionados, destaca-se, 0s miR-183, miR-210 e miR-182 que
apresentaram niveis maiores nos NSCLC positivos para o DNA do HPV. Além
disso, foi possivel verificar que a expressdo de E6/E7 e alguns miRNAs podem
promover a transicao epitélio-mesenquimal (EMT) (Hussen et al. 2021a; Wu et al.
2021).

Como mencionado, E6 e E7 sd0 as oncoproteinas mais estudadas no cancer

de pulmdo e alguns desses estudos estdo resumidos na tabela 2.

Quadro 2 — Atividade dos oncogenes do HPV em diferentes vias no cancer de pulmao

Oncoproteinas Vias Celulares Atividade no Cancer de Pulmao

E6 Ciap2/EGFR/PI3K/AKT E6 regula clAP2 através de
EGFR/PI3K/AKT (com fosforilagéo de
CREB) e ativagdo de NF-kB. Além disso,
a regulacéo do clAP pode estar
correlacionada com a resisténcia a
cisplatina em células de cancer de pulméo
associadas ao HPV (Wu et al. 2010)

p53/p21/DDX3 A oncoproteina E6 atua inibindo a
proteina p53, que é degradada pela
ligacdo ao E6AP, produzindo o complexo
E6/E6AP/p53. DDX3 parece aumentar a
transcricdo de p21 pela p53, aumentando
a ligacdo de SP1 dentro do promotor de
p21. No entanto, em linhagens de células
pulmonares infectadas pelo HPV, a
expressdo de p21 é diminuida devido a
interacdo entre p53 e E6, 0 que causa
uma alteracéo na via p53/DDX3, levando
ao crescimento tumoral, pois essa
interacdo causa uma diminuicdo da
proteina supressora de p21 (Wu et al.
2011)



IL-10/PI3K/AKT/cIAP

Mutacdo EGFR

BCL-2/PI3K/AKT/NF-Kb/p53

IL-6/TIMP3/Mcl-1

hTERT/p53/c-Myc/
SP1/LKB1
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Em células infectadas pelo HPV, a
oncoproteina E6 regula a expresséo de IL-
10 através da fosforilagdo de CREB e
C/EBP via PIBK/AKT. Além disso, a IL-10
aumenta a expresséo de clAP2 que inibe
a proteina apoptotica. Assim, a expressao
de IL-10 leva a progresséao do carcinoma
de pulmao associado ao HPV e leva a um
pior prognéstico (Sung and Lee 2013).

E6 de HPV16 e 18 podem contribuir para
uma mutagdo no EGFR em tumores
pulmonares, levando ao aumento da
fosforilacdo de 8-OH-dG por aumentar os
niveis de espécies reativas de oxigénio -
ROS, um agente que causa danos ao
DNA, o que aumenta a taxa de mutacao
(Tung et al. 2013b).

A oncoproteina E6 aumenta a expressao
de Bcl-2 em células tumorais de pulméao
positivas para DNA de HPV. Bcl-2 é
ativado por NF-kB através da via
PI3K/AKT e é suprimido por p53. E6 ativa
a via PI3K/AKT aumentando a expressao
de Bcl-2, além disso E6 inibe a atividade
de p53, aumenta a expressao de Bcl-2 e a
sobrevivéncia celular € mantida (de
Freitas et al. 2016)

A oncoproteina E6 atua como um inibidor
do promotor TIMP-3. A metilacdo do
promotor TIMP-3 leva a perda de TIMP-3
e aumenta a IL-6 via TNa/NF-kB,
enquanto IL-6 aumenta a Mcl-1 através da
via PIBK/AKT, resultando na malignidade
do tumor. Além disso, verificou-se que a
via de sinalizacéo TLR3/Scr juntamente
com o E6 pode induzir a proliferacéo e
invaséo de NSCLC (de Freitas et al. 2016;
Wang et al. 2017).

A oncoproteina E6 demonstrou aumentar
a expressdo de hTERT através de SP1 e
c-Myc. A inibicdo de p53 por E6 leva ao
aumento da expresséo de c-Myc. Além
disso, observou-se que a superexpressao
de E6 regulou negativamente a expressao
de LKBL1. Esses resultados indicam que
E6 desempenha um papel importante na
regulacéo da atividade da telomerase
(Cheng et al. 2008; Yang et al. 2017).
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E6, mas ndo E7, inibe a atividade
antitumoral de LKB1 em células de cancer
de pulméo, regulando negativamente a
expressdo de KIF7 e a atividade
antitumoral de LKB1 (Hu et al. 2020).

A oncoproteina E7 liga-se ao pRb e causa
a dissociacao do complexo
E2F/pRb/HDAC. Quando HDAC e E2F
estdo livres, eles ativam a transcri¢céo de
genes supressores como pl6 e genes de
proliferacéo celular (de Freitas et al.
2016).

E7 liga-se ao AhR e ativa genes
envolvidos no crescimento celular. AhR
liga-se a E2F e pRb, criando o complexo
E2F/pRb/AhR que leva a parada do ciclo
celular na fase G1. No cancer de pulmao,
os niveis de fosforilacdo de pRB séo
aumentados pela ligagédo entre os
membros do receptor de sinal E7 e AhR,
inibindo CDKs como p21 e p16 (Elferink et
al. 2001; Buonomo et al. 2011).

A oncoproteina E7 de HPV16 aumentou a
expressado de MAOA e esta desempenhou
um papel fundamental no acimulo de
proteina EMT e HIF-1a induzida por E7 de
HPV16 em células A549 e NCI-H460
NSCLC (Huang et al. 2017; Liu et al.
2018).

O processo biolégico EMT, que
desempenha um papel crucial na invaséo
e metastase, é regulado por fatores de
transcricdo (ZEB1, Sniall, Slugs e Twist1)
e é mediado pela via de sinalizagéo
PI3K/AKT/HIF-1a. Além disso, o HPV
pode afetar a expresséo de fatores de
transcricdo que mediam as vias HIF-1q,
VEGF e IL-8 no cancer de pulmao (Zhang
et al. 2017; Liu et al. 2018).

O nivel de expressao de miR-20 e miR-
424 foram reguladas positivamente em
amostras HPV+ de cancer de pulméo do
gue em amostras HPV- (Hussen et al.
2020).

Os miRNAs (let-7, miR-146, miR-23 e
miR-125) foram regulados negativamente
por E6 e E7 em pacientes com céncer de
pulmao HPV-positivos em comparacao
com pacientes HPV-negativos (Hussen et
al. 2020).
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PTEN-TXNIP-HIF-1a As proteinas E6/E7 do HPV16 reduziram
a expressao de p-PTEN em células de
cancer de pulméo, o knockdown de PTEN
diminuiu ainda mais a expresséo de
TXNIP, que promoveu o acimulo de HIF-
1a por inibir a translocagéo de HIF-1a
nuclear para o citoplasma, e
conseguentemente, aumentou a
expressdo de GLUT1 nos niveis de
proteina e mMRNA (Tang et al. 2020).

miR-451, CAB39 and GLUT1 As proteinas E6/E7 do HPV16 inibiram a
expressdo de miR-451 em células de
cancer de pulméo, a regulagéo negativa
de miR-451 levou a expresséao regulada
positivamente de CAB39 e,
subsequentemente, regulou positivamente
GLUT1 (Wang et al. 2020).

SLUG A expressdo de SLUG em amostras de
HPV é uma correlacéo direta com a
expressédo de E6 e E7. Altos niveis de
expressédo de SLUG estao associados a
expresséao reduzida de E-caderina, alto
grau histolégico, metastases linfonodais,
recorréncia pos-operatéria e menor
sobrevida em pacientes com cancer
(Rezaei et al. 2020)

Fonte: A autora (2023)

2.4 RESPOSTAS IMUNOLOGICAS NO MICROAMBIENTE
TUMORAL

O microambiente tumoral (TME — do inglés, Tumor Microenvironment) € uma
estrutura dindmica altamente interativa, moldada em grande parte pelas células
tumorais. Sua composicao inclui além das células cancerosas, as células estromais
nao cancerosas, como os fibroblastos, matriz extracelular, macréfagos e células
imunes, citocinas e quimiocinas, células endoteliais vasculares, além de possuir
caracteristicas fisicas e quimicas especiais, como hipoxia e baixo pH (Xu et al.

2021; Tan et al. 2021) (Figura 6).
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Figura 6 — Componentes do microambiente tumoral. O microambiente tumoral é rico em diferentes
células imunes, células estromais e vasos sanguineos, também é observado uma diminuigcdo do

oxigénio e diminui¢do do pH dentro do TME.
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Fonte: Adaptado de Fernandez et al. 2019.

As interagfes das células tumorais com seu microambiente sdo diversas, o
qual se aproveita da energia e dos nutrientes transportados pelos vasos
sanguineos e fatores de crescimento produzidos pelas células inflamatérias e
estromais, com intuito de se expandir e escapar do ataque do sistema imune
(Fridman et al. 2012).

Para que ocorra uma resposta imune anti-cancer efetiva, uma série de
eventos devem ocorrer. A primeira etapa dessa resposta ocorre quando 0s
neoantigenos produzidos por oncogenes sao liberados e capturados pelas células
dendriticas (DCs) para processamento. Com a finalidade de produzir uma resposta

de células T, a primeira etapa deve ser acompanhada por sinais imunogénicos,
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como citocinas pro-inflamatérias e fatores liberados por células tumorais.
Posteriormente, as DCs apresentam o0s antigenos capturados através das
moléculas MHC | e MHC Il para as células T, resultando na ativacéo das respostas
de células T efetoras. A natureza da resposta imune é determinada nesta fase, com
um equilibrio critico na proporcdo de células T efetoras e células T reguladoras
(Treg). Por fim, as células T efetoras ativadas se encaminham e se infiltram no
tumor, reconhecendo e se ligando especificamente as células cancerigenas, por
meio da interacdo entre o seu receptor de células T (TCR) e o antigeno cognato
ligado ao MHC, acarretando a morte das células malignas alvo (Chen and Mellman
2013).

O impacto da resposta imune no processo de carcinogénese esta
intimamente associado, j4 que a incidéncia de canceres induzidos por virus € mais
prevalente em individuos imunodeficientes, confirmando a importancia do sistema
imunologico em doencgas infecciosas (Fridman et al. 2012). Ha uma correlacao
entre infec¢do crbnica, inflamacéo e cancer de pulméao, onde foi observado que
infeccdes e inflamacdes potenciais estdo associadas a 15 a 20 % das mortes por
cancer em todo mundo. A persisténcia da inflamacdo é uma das caracteristicas
importantes dos tumores sélidos, onde o TME é amplamente regulado pelas células
inflamatorias, promovendo proliferagdo tumoral, sobrevivéncia e metastase. A
inflamag&o pode causar danos ao tecido tumoral, como quando afeta a taxa de
divisdo celular devido ao aumento dos danos ao DNA afetando promotores de
sinais anti apoptoticos, como também genes ligados a formacédo de novos vasos
sanguineos, que ajudam no fornecimento de nutrientes para o crescimento e

disseminacéo das células tumorais (Tan et al. 2021).
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A inflamacdo normalmente € acompanhada pelo recrutamento de
fibroblastos e pela inducéo de fibrose (Zhao et al. 2021). Os fibroblastos associados
ao cancer (CAFs) sédo capazes de induzir imunossupressao, crescimento celular e
metastases nos canceres associados ao HPV, como mama, pulméo e
fibrossarcoma (Barros et al. 2018). Os CAFs também possuem a capacidade de
produzir indmeras citocinas e quimiocinas criticas para a funcdo imunologica,
incluindo osteoponina, CXCL1, CXCL2, CXCL12, CXCL13, IL-6, IL-18 e CCLS5.
Além disso, foi observado que durante a tumorigénese os fibroblastos respondem
as alteracdes nas células produzindo mediadores pré-inflamatérios (Zhao et al.
2021).

Quando este o HPV invade o corpo humano desencadeia uma variedade de
reacdes imunoldgicas, no entanto a formacédo do tumor ocorre quando o HPV
supera as respostas do sistema imunoldgico (Zhang et al. 2020). O HPV, possui
um mecanismo intrinseco para reduzir a eficiéncia da vigilancia imunolégica do
hospedeiro, o que pode aumentar a suscetibilidade persistente do virus (Zhou et al.
2019). Isto ocorre devido a sua capacidade de imunovigilancia, limitando a
expressdo dos seus genes em niveis muito baixos, o que diminui bastante a
apresentacdo de antigenos virais para o MHC classe | e, portanto, o
reconhecimento pelo sistema imune inato (Lechien et al. 2020a).

A reacdo do sistema imunologico depende da apresentacdo de antigenos
virais pelas células apresentadoras de antigenos (APCs). No entanto, o virus se
utiliza de algumas estratégias para evitar a detecgdo. Os antigenos do HPV néo
sdo encontrados no sistema devido ao baixo numero de cépias expresso nas

células basais, e também, porque o virus ndo causa lise celular (PeSut et al. 2021).
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Foi observado que os antigenos virais mais reconhecidos em lesdes de
baixo grau séo as proteinas E2 e E6, enquanto os epitopos da oncoproteina E7
induzem maior resposta nas lesdes de alto grau (Lechien et al. 2020b). Além disso,
as oncoproteinas virais E5, E6 e E7, sdo as proteinas mais estudadas que possuem
extrema importancia no processo de evasao imune. As oncoproteinas também tem
uma alta afinidade com moléculas reguladoras da imunidade celular interagindo
com genes relacionados ao sistema imune e vias de sinalizacdo imune em
queratindcitos infectados (Zhou et al. 2019). Além disso, os préprios queratinécitos
desempenham um papel na funcdo imunolégica e sdo considerados um tipo
especializado de APCs, pois expressam receptores de reconhecimento de
patogenos (PRRs) que detectam microorganismos exdégenos e iniciam a
sinalizagao imune inata e adaptativa (PeSut et al. 2021).

A analise histopatoldgica de tumores solidos revela que eles sao infiltrados
por células imunes inatas e adaptativas, que também pode ser encontrada no TME
pulmonar e abrigam atividades promotoras e supressoras de tumores, que podem

predizer o resultado clinico (Fridman et al. 2012; Altorki et al. 2019).
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2.4.1 Imunidade Inata

O papel do sistema imunolégico € erradicar antigenos estranhos, seja
microrganismos exdgenos e células proprias mutantes, mantendo um estado de
homeostase. A primeira linha de defesa se da pelas células de resposta imune
inata, que é ativada ap0s a exposicdo ao antigeno e, diferente da imunidade
adaptativa, ndo é programada para produzir células citoliticas especificas (Saab et
al. 2020).

As células mieloides de linhagens granulociticas e monociticas sao
componentes da imunidade inata e contribuem para a carcinogénese de varias
formas (Altorki et al. 2019).

Uma dessas células mieldides € a DC, que € conhecida como orquestradora
central da imunidade antitumoral diante de sua capacidade de capturar antigenos
e transferir a informacdo do antigeno para ativar a resposta imune adaptativa
(Altorki et al. 2019; Zhang et al. 2020). A ativacdo de DC leva a secrecado de
mediadores inflamatérios, como quimiocinas, que recrutam células imunes para o
local de infeccdo.As DCs sdo capazes de regular a diferenciacéo de linfocitos T em
subpopulacdes distintas, como Thl, Th2, Thl7, Th22 e Treg (Zhao et al. 2021).
Entretanto, o tumor pode suprimir a funcéo de DCs ou alterar o microambiente para
recrutar DCs imunossupressoras (Altorki et al. 2019).

Foi observado em células infectadas pelo HPV uma regulag¢édo negativa das
moléculas de MHC e moléculas co-estimuladoras, incluindo CD80 e CD86 (B7.1 e
B7.2, respectivamente), que causou a reducdo da capacidade de células DCs
estimular células T especificas de antigenos. Além disso, também foi observada
uma inibicdo na maturacdo de DCs devido a secrecdo de fatores

imunossupressores derivados de células tumorais, como IL-10, fator de
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crescimento transformador (TGF)-B, IL-6, prostaglandina E2 (PGE2) e fator
estimulante de macrofagos granulociticos (GM-CSF) (Zhou et al. 2019).

As células de Langerhans, € um tipo de DC que pode auxiliar na evasao
imune pelo HPV, onde pequenas quantidades dessa célula foram encontradas
infiltradas nos tumores, o que pode estar associado com a gravidade da doenca em
canceres positivos para o HPV. Isto ocorre devido a regulacdo negativa da
guimiocina CCL20 pelas oncoproteinas E6 e E7, que atrai as células de Langerhans
para o local da inflamacdo. Como as oncoproteinas virais tem a capacidade de inibir
a via de sinalizacdo NF-kB, esta inibicdo promove a regulacédo negativa de CCL20
(Zhou et al. 2019).

Outro tipo de leucdcitos inatos sdo as células supressoras derivadas de
mieloides (MDSCs), que sdo um tipo de célula mieléide imatura com funcéo
imunossupressoras capaz de suprimir a proliferacdo de células T pela regulacéo
negativa das citocinas pré-inflamatérias, como IL-12 e PGE2 (Zhou et al. 2019;
Zhao et al. 2021). No TME, as MDSCs, expressam mediadores inflamat6rios como
COX2, IL-6, Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) e arginase-1,
induzindo o crescimento das células cancerigenas (Mangino et al. 2016). Quanto
aos canceres associados a infeccdo pelo HPV, houve uma maior infiltracdo de
MDSCs nos tumores de cabeca e pescoco, o qual foi associada a uma maior
producao de citocinas, incluindo CCL17, CCL21, IL-10, IL-17, IL-21, TNF-a e IFN-y
(Lechien et al. 2020b).

Os macréfagos sao fortes mediadores das respostas inflamatérias inatas
e adaptativas, principalmente na luta contra o cancer (Lechien et al. 2020a). Os
macréfagos tém mudltiplas fungdes e possui plasticidade fenotipica em resposta a

um ambiente inflamatorio, podendo ser dividido em macréfagos do tipo M1 e M2.
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Os macrofagos M1 tem um fendtipo pro-inflamatério, onde no TME apresentam
efeitos antitumorais, pois contribuem para a ativacédo de células T CD8+ citotoxicas
e células Thl. Em contrapartida, os macrofagos M2 possuem caracteristicas
imunossupressoras, produzem citocinas anti-inflamatérias e sdo consideradas
células imunes pré-tumorigénicas, pois estimulam a diferenciacéo de células Treg
e secretam diversas citocinas (TGFB, TNFa e IL-10). Com isso, macrofagos M2
ajudam a criar um ambiente favoravel a progressdo do tumor, além de inibir os
efeitos antitumorais das células imunes. Além disso, existem outras categorias de
macrofagos, como os macréfagos associados ao tumor (TAMS), macrofagos
CD169+, macréfagos TCRap+ e TCRyd+, que estdo envolvidos na tolerancia
imunoldgica, doencas inflamatérias e infecciosas (Lechien et al. 2020b; Zhao et al.
2021).

Os TAMs séao derivados de monécitos atraidos no TME por quimiocinas do
tipo CCL2 e CCLS8 e sao diferenciados através de estimulos por IL-4, IL-10, IL-13 e
TNF-a (Lechien et al. 2020b). Os macréfagos do tipo TAM sdo componentes
abundantes do infiltrado imune nos tumores de pulméao de células ndo pequenas,
onde observaram, em modelos de camundongos, que estas células expressavam
IL-6 e interagiam com receptores de IL-6 presente nas células tumorais, levando a
ativacdo de STAT3 e, consequentemente, promovendo a progressao tumoral
(Altorki et al. 2018). Altos niveis de TAMs estdo associados a um mau prognostico
em varios canceres, incluindo tumores positivos para HPV, devido principalmente
a sua imunossupressdao mediada por CTLA-4 e a expressdo de citocinas
imunossupressoras e PD-1 (proteina de morte celular programada 1) (Lechien et

al. 2020b).
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Entre as células imunes recrutadas para o local de inflamacéo, estdo os
neutrofilos que constituem a maior populacdo de leucdcitos circulantes no sangue
e sdo criticos na defesa contra infeccéo por microrganismos (Zhao et al. 2021). Os
neutrofilos infiltrantes podem auxiliar no processo de carcinogénese, aumentando
a inflamacao, consequentemente a angiogénese e metastase (Altorki et al. 2018).
Ou seja, os neutroéfilos associados ao tumor (TANS) estdo associados a promocao
e progressao tumoral, suprimindo a resposta imune adaptativa no TME (Zhao et al.
2021). Estas células foram observadas dominando o microambiente dos NSCLC
(Altorki et al. 2018). Foram também encontradas em grandes quantidades em
lesBes de alto grau de cancer cervical, assim como, foram associadas a um mau
progndéstico em pacientes com cancer de orofaringe positivos para o HPV (Barros
et al. 2018).

As células Natural Killer (NK) também s&o linfécitos do sistema imune inato
e sao fundamentais nas respostas imunes antitumorais, pois reconhecem
diretamente as células cancerigenas como alvo. Ha alguns fatores que podem
regular a resposta das células NK no TME, incluindo TGF-B, que medeia a
polarizacéo das células NK em direcdo a um fendtipo pré-angiogénico determinado
pela expressdo de VEGF, fator de crescimento placentario e IFN-y. No cancer de
pulmao foi observado uma disfuncdo das células NK, associada com a regulacdo
negativa de receptores em sua célula, causando a diminuigdo de desgranulacéo e
a perda da expressao de IFN-y (Altorki et al. 2018; Zhao et al. 2021).

Sugere-se que as células NK realizem uma ponte entre a imunidade inata e
adaptativa através da liberacdo de IFN-y, que auxiliam na expressdo aumentada
de MHC | nas células cancerigenas e a expressado de MHC Il em APCs (Zhao et al.

2021). Nos céanceres associados ao HPV, o infiltrado de células NK foi reduzido,
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devido a agao do virus nas células tumorais (Barros et al. 2018; PeSut et al. 2021).
O virus possui métodos que ajudam na evasédo e diminuicdo da atividade de NK,
através da atividade das oncoproteinas do HPV, que podem interferir na producao

de IFN que leva a diminuicado da ativagao de NK (PeSut et al. 2021).

2.4.2 Imunidade adaptativa

A imunovigilancia tumoral é definida pela capacidade das células imunes
reconhecerem e destruirem as células cancerosas. Esse processo ocorre devido
ao reconhecimento de antigenos tumorais tanto pelo sistema imune inato quanto o
adaptativo, embora este Ultimo desempenhe um papel mais proeminente (Saab et
al. 2020).

A ativacdo de células do sistema imunoldgico adaptativo, composto por
células T e B produz uma resposta imune tardia (Saab et al. 2020). A resposta
humoral é baseada nas células B e a resposta mediada por células é baseada nas
células T (Lechien et al. 2020b). A resposta imune adaptativa envolve uma rede
complexa de células com diferentes fenétipos através de um conjunto de
mediadores, como as citocinas (Alves et al. 2018).

As células T podem ser divididas em diferentes subgrupos de acordo com
diferentes métodos de classificagcdo. Com base nos marcadores de superficie, as
células T séo divididas em células T CD4+ e CD8+. Com base na sua funcao, as
células T séo divididas em células T/linfocitos citotoxico (CTLs), células T auxiliares
(Th), células T reguladoras/supressoras (Treg) e células T de memarias (Zhang et
al. 2020).

Quando ocorre a ativacdo das APCs, estas ceélulas tém por finalidade

promover a diferenciacdo das células T CD4+ virgens em varios subconjuntos de
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células T efetoras e em células T CD4+ de memoria. Essa polarizacdo depende de
trés sinais complementares: a interacdo do TCR da célula T CD4+ com o peptideo
presente no MHC Il presente na APC; um sinal co-estimulatorio; e a composicao
das citocinas no microambiente (Richardson et al. 2021).

Os principais subconjuntos das células T CD4+ sédo Thl, Th2, Th1l7, Th9,
Th22, Treg induzidas ou naturais (iTreg e nTreg, respectivamente) e Tth (células T
auxiliares foliculares). Esses diferentes tipos de células adquirem a capacidade de
produzir e secretar citocinas por meio de um processo de diferenciacdo
desencadeado em resposta a diversos sinais no ambiente, principalmente citocinas
(Alves et al. 2018; Richardson et al. 2021; Saillard et al. 2021). Esses diferentes
subconjuntos de células T CD4+ demonstram afetar de formas distintas o
progndstico de pacientes com cancer (Saillard et al. 2021).

As células Th sao cruciais na elaboracédo de uma resposta imune adaptativa
que protege o hospedeiro contra a infeccdo causada por patdégenos e o
desenvolvimento de tumores (Alves et al. 2018). As células Thl estdo presentes
em varios tipos de cancer estabelecendo respostas antitumorais eficientes, além
de estar associadas ao bom prognodstico no NSCLC, onde had uma maior
guantidade de células Thl infiltradas. No entanto, alguns tipos de células T CD4+
podem ter o efeito oposto e promover o crescimento e disseminacao do tumor.
Como no caso das células Th2, que facilita a carcinogénese e progressao tumoral
nos carcinomas cervicais, criando um ambiente imunossupressor. Em relacéo as
células Thl7, estas tanto podem aumentar a progressao do tumor ativando a
angiogénese e as atividade imunossupressoras, quanto podem ter funcéo
antitumoral, pois sdo capazes de aumentar a migracdo de CTL, células NK e

neutrofilos para o TME. As células Th22 também tem a capacidade de promover a
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tumorigénese em alguns tipos de cancer, pois foi demonstrado que estavam mais
presentes a medida que o estagio do tumor avancou (Saillard et al. 2021). As
células Th9 apresentaram atividades antitumorais quando avaliadas in vivo, porém
seu impacto nos tumores humanos ainda nédo esta bem estabelecido (Richardson
et al. 2021). Por fim, as células Treg estdo em geral associadas a um bom
prognoéstico, no entanto sua presenca em infeccdes virais persistentes pode
promover a evasao imune e contribuir para a patogénese da doenca (Zhou et al.
2019; Saillard et al. 2021).

A plasticidade e a flexibilidade das células T CD4+ séo influenciados por
varios fatores extrinsecos (citocinas) e intrinsecos, através da proteina STAT que
controlam fatores de transcri¢do especificos da linhagem (Richardson et al. 2021).
Ou seja, as citocinas induzem as redes de sinalizacdo e transcricdo, e a via
JAK/STAT (Janus quinase/Transdutor de sinal e ativador de transcricdo) é
essencial para a diferenciacdo das células Th. Por exemplo, a diferenciacdo das
células Thl é conduzida por IL-12 e IFN-y através da ativacdo de JAK2/TYK2 e em
seguida ativando STAT4. A via Thl também pode ser ativada através de
JAK1/JAK2 seguida pela ativacdo de STAT1. Quanto ao fenétipo Th2, a IL-4
sinaliza através de JAK1/3 para ativar STAT6. Para a polarizacao das células Th17,
é requerida a presenca de TGF-B e IL-6, a IL-6 sinaliza através de JAK1/2 para
ativacdo de STAT3. Por fim, na indugdo de Treg é importante a participacdo de
TGF- B e IL-2, onde IL-2 sinaliza através da via JAK1/3 para ativar STAT5
(Gutiérrez-Hoya and Soto-Cruz 2020).

Além da ativacdo dos fatores de transcricdo JAK/STAT, é necessaria a
ativacédo de dois ou mais tipos de fatores de transcricdo. Os fatores de transcricao

que também estdo presentes na polarizacdo das células Th séo, T-bet para as
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células Thl, GATA-3 para Th2, RORyT para TH17 e FOXOP3 para iTreg

(Gutiérrez-Hoya and Soto-Cruz 2020) (Figura 7).

Figura 7 — Diferenciacdo das células T CD4 em Thl, Th2, Th1l7 e Treg. A diferenciacdo da
célula T CD4 séo ativadas por seus respectivos fatores de transcrigcdo e citocinas, e atuam de

diferentes maneiras no TME.
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Fonte: Adaptado de Gutiérrez-Hoya and Soto-Cruz (2020).

Em geral, as células Thl sdo diferenciadas apo6s estimulo com IFN-y, TNF-
a e IL-2, enquanto a polarizacdo das células Th2 ocorre pela presenca de IL-4 ou
IL-10 e secretam IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. Quanto as células Th17, estas secretam

IL-17, IL-23 e IL-22, e sao diferenciadas pela presenca de TGF-B, IL-1B e IL-6.
Entretanto, a polarizacdo das células Treg ocorre na presenca de TGF-B e secretam
citocinas imunossupressoras, incluindo IL-10 e TGF-B (Zhao et al. 2021)

Nos canceres associados a infec¢ao pelo HPV a falta de uma resposta Thl
tem sido associada a infec¢do persistente pelo virus. Também foi observado em

pacientes com lesdes cervicais de alto grau positivos para HPV, uma resposta Th2
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aumentada, caracterizada pela secrecao de citocinas pré-tumorigénicas como IL-
6, IL-8 e IL-10. A mudanca de uma resposta imune Th1 para Th2 pode ocorrer pela
atividade da evasdo imune ao HPV. A resposta das células Th1l7 é considerada
pré-inflamatéria no contexto de respostas imunes contra patdégenos exdgenos
extracelulares, no entanto, nos canceres associados ao HPV sao consideradas proé-
tumorigénicas, devido o aumento desse linfocito em lesBes cervicais infectadas
pelo HPV, bem como por seu recrutamento através de quimiocinas derivadas de
tumor e fibroblastos associados ao tumor (Zhou et al. 2019).

As células B sdo bem conhecidas pela sua capacidade de produzir
anticorpos, como também de apresentar antigenos para as células T e secretar
citocinas. Além disso, os linfocitos B também sdo capazes de desempenhar
funcdes imunorreguladoras no cancer (Jee et al. 2020). As células B humanas
podem ser classificadas em subconjuntos distintos, incluindo progenitores de
células B, células B imaturas, células plasmaéticas, células B de memdria e células
B imunossupressoras e reguladoras (B-regs). A formacéo de centros germinativos
€ uma caracteristica marcante da imunidade adaptativa mediada por células B e é
necessaria para a maturacdo adequada da afinidade das células B e diversificacdo
de anticorpos (Kim et al. 2020).

As células B infiltrantes surgiram como protagonistas no TME. As células B
infiltrantes e células T CD4+ estdo presentes dentro das estruturas linfoides
terciarias (TLS) em pacientes com NSCLC, e essas estruturas estdo associadas a
um melhor prognaostico dos pacientes. Foi observado, também, que os linfécitos B
infiltrantes de tumor podem apresentar antigenos tumorais endogenos para
linfécitos infiltrantes T CD4+ e alterar seu fenoétipo (Altorki et al. 2018). Em tumores

associados ao HPV, foi observado em modelo de camundongo com cancer cervical
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induzido por HPV que as células B promovem a progressao tumoral e contribuem
para o estabelecimento do tumor (Jee et al. 2020). No entanto, em um estudo
realizado por Kim e colaboradores, foi observado que as células B ativadas com
radioterapia e terapia de blogueio de PD-1, promovem a sobrevida dos pacientes
com canceres associados ao HPV (Kim et al. 2020). Além disso, foi demonstrado
gue ha um aumento no numero de células B-reg no cancer cervical associados ao
HPV, além de estar relacionado com a progressdo tumoral e metastase. Os
linfécitos B, também foram capazes de prejudicar a funcéo de células T CD8+ (Jee
et al. 2020).

A formacéao de anticorpos gerados pelas células B efetoras com o auxilio das
células T, é essencial para eliminar o patdgeno e fornecer protecdo futura contra
quaisquer infecgbes recorrentes. No entanto, nem sempre iSso ocorre, COmo nos
casos de infeccao pelo HPV. A producéo de anticorpos neutralizantes naturais, nos
canceres cervicais mediado por HPV, depende do tipo de HPV, extensdo da
exposicao ao virus, antigenicidade da particula viral e interacdo com epitopos
antigénicos. Os anticorpos especificos mais detectados contra o HPV sao
principalmente contra proteina L1 do capsideo do virus, assim como anticorpos
contra as oncoproteinas E6 e E7. Contudo, o estudo realizado por Wieland e
colaboradores demonstraram que a proteina E2 do HPV pode ser um alvo
imunologico importante, pois € uma proteina grande e possui mais epitopos de
células T potenciais do que E6 e E7 combinados (Jee et al. 2020; Wieland et al.

2020).

2.4.3 Quimiocinas e citocinas

As quimiocinas, estas possuem papel importante no recrutamento de células

inflamatodrias durante a inflamacdo. As quimiocinas podem ser subdivididas em
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quatro familias (C, CC, CXC e CXsC) de acordo com suas cisteinas N-terminais. As
quimiocinas séo liberadas principalmente por células da imunidade inata. As
guimiocinas CC e CXC sédo secretadas durante a inflamacdo e direcionam a
migracao dos leucécitos influenciando na infiltracdo de células imunes (Zhao et al.
2021).

As citocinas séo proteinas sollveis de baixo peso molecular, além de ser
moléculas sinalizadoras liberadas por células inflamatérias e envolvidas em
diversas funcfes. Podem ser classificadas em citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-
6, IL-15, IL-17, IL-23, TNF-a e IFN-y) e citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-
13 e TGF-B(Zhang et al. 2020; Zhao et al. 2021).

As citocinas possuem um papel importante ha manutencédo da inflamacéo
cronica, promovendo a transformacdo de células malignas, além de inibir a
vigilancia imunoldgica do tumor e promover a metastase tumoral. As principais
citocinas inflamatdrias associadas ao cancer de pulméao sao IL-18, IL-4, IL-6, IL-11,
IL-12, TNF-a e TGF-B. Dentre suas fungées no TME de pulm&o, em geral estas
citocinas participam direta e indiretamente tanto na promoc&o e progressao das
células cancerigenas, ao ativar fatores angiogénicos promovendo a metastase,
como também enfraquecendo a imunidade antitumoral com suas funcdes
imunossupressoras (Tan et al. 2021).

Entretanto, em células cancerigenas do colo uterino associadas ao HPV, ha
em geral uma maior expressdo das citocinas IL-10, IL-17, IL-23 e TGF-B,
principalmente quando infectadas com HPV de alto risco (Lina Zhang, 2020). Foi
observado também que as citocinas IL-8, IL-1B, IL-10, IL-21 e TNF-a estéo
associadas com a progressao das lesdes pré-cancerosas no cancer cervical (Long

et al. 2021). Enquanto no estudo realizado por Li e colaboradores, foi observado
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que o aumento de IL-6 estava relacionado com a gravidade da doenca em
pacientes infectados com HPV de alto risco, em contrapartida houve uma
diminuicao de IL-2 a medida que a gravidade da doenca aumentou (Li et al. 2019).

Ha também uma forte correlacdo entre as oncoproteinas do HPV e a
atividade de IFN em céanceres. A superexpressdo de E6 e E7 esta associada a
diminuicao da sinalizacao de IFN tipo | (Morgan and Macdonald 2020a). A familia
IFN possui trés tipos principais: IFN tipo I, constituido pelos IFN-a, IFN-B, IFN-g,
IFN-k e IFN-w; o tipo Il que € composto pelo IFN-y ; e o IFN tipo Ill, que incluem
IFN-AL, IFN-A2 e IFN-A3 (Hong and Laimins 2017).

Quando uma célula é infectada por um virus, a PRR reconhece e ativa a
familia IRF de fatores de transcricdo. A familia IRF € composta por nove membros
(IRF1-9). Apoés a ativacdo do IRF, esta se liga a promotores de genes estimulados
por interferon (ISGs) através de sequéncias especificas denominadas elementos
de resposta estimuladora de interferon (ISRE) para ativar a transcricdo. Como no
caso dos IFN tipo I, que séo sintetizados apds o reconhecimento de genomas virais
por PRRs, seguido pela ativacdo do fator de transcricao IRF. Ja os IFN tipo Il sdo
sintetizados por células NK e TNK juntamente com células T CD4+ e CD8+. Os IFN
tipo Il atuam de forma similar ao tipo I, mas funcionam através de diferentes

complexos de receptores de citocinas (Hong and Laimins 2017).

2.5 MARCADORES MOLECULARES DO MICROAMBIENTE
TUMORAL

2.5.1 JAK/STAT
Nos ultimos anos o papel da via JAK/STAT no desenvolvimento do cancer

ganhou destaque, e alguns tipos de canceres tém recebido mais aten¢cdo, como

mama, figado, pancreas e pulmao (Gutiérrez-Hoya and Soto-Cruz 2020).
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A via JAK/STAT possui importantes moléculas de sinalizacédo associadas a
regulacdo do desenvolvimento embrionario, manutencdo de células-tronco e
resposta inflamatorias. Entretanto, a desregulacdo da sinalizacdo JAK/STAT
também foi associada na promocao da progressdo do cancer, bem como evasao
imune e metastase. Sua ativacdo ocorre apos a ligacdo de citocinas, como
interleucinas, e fatores de crescimento em varios receptores transmembrana, que
por sua vez, resulta na ativacao de JAKs seguido pelo recrutamento, fosforilacao e
ativacado de proteinas STAT. Apos serem fosforilados, as proteinas STAT formam
um homo/heterodimero. Consequentemente, os dimeros de STAT sdao
translocados para o nucleo e se ligam a sequéncias promotoras especificas,
levando a transcricdo de genes alvos. Cada conjunto de homo/heterodimero
formado possui diferentes genes alvos e é por isso que eles podem controlar
diferentes processos (Gutiérrez-Hoya and Soto-Cruz 2020; Scarth et al. 2021).

A familia de proteinas STAT foi identificada pela primeira vez como fatores
de transcricdo induzidos por IFN. Sete proteinas STAT foram identificadas em
humanos, STAT1 e STAT4 presente no cromossomo 2q12-33; STAT3, STAT5a e
STAT5b no cromossomo 12q13-14; e STAT2 e STAT6 localizados no cromossomo
17911-22. Enquanto STAT1 e STAT2 estdo associadas a sinaliza¢do imunoldgica
iniciada por IFN, STAT3 e STATS5 tém sido mais associadas a sobrevivéncia e ao
potencial proliferativo de diversos canceres (Morgan and Macdonald 2020a).

A interacdo de receptores de citocinas €& fundamental para a
transfosforilacdo de JAK e o subsequente recrutamento de um ou mais STATS para
serem fosforilados. Foram identificados em humanos quatro membros da familia
JAK: JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2 (Gutiérrez-Hoya and Soto-Cruz 2020). Estas

proteinas compartilham semelhancas estruturais consideraveis, no entanto, JAK1,
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JAK2 e TYK2 sdo expressos na maioria dos tecidos, enquanto a expressao de
JAK3 é restrita as células hematopoiéticas (Morgan and Macdonald 2020a).

Todos os IFNs sdo capazes de ativar a via de sinalizacdo JAK/STAT, que é
considerado um né central de comunicacdo do sistema imunolégico, e as
oncoproteinas do HPV interferem nessa via de diversas formas (PeSut et al. 2021).
O HPV possui a capacidade de reprimir a expressao de IFN, bem como induzir a
via JAK/STAT. A proteina E6 do HPV, por exemplo, interfere na ativacdo da
proteina STAT, interagindo diretamente com TYK2 para prejudicar a fosforilacédo de
STAT1 e STATZ2. Igualmente, a oncoproteina E7 se liga a p48, que é um
componente do complexo ISGF3, para bloguear a translocacédo do complexo para
0 nucleo e inibir a expressao do gene ISG (Hong and Laimins 2017).

Para estabelecer uma infec¢do persistente, os HPVs empregam varios
mecanismos que interrompem a sinalizacdo de STAT1/STATZ2, e assim, inibem a
expressado de genes estimulados por interferons (ISGs). Isso permite a manutencao
do genoma viral (Morgan and Macdonald 2020a). A inibicdo da expressédo de
STAT1 pelas proteinas do HPV é fundamental para a manutencao dos epissomas
virais, bem como sua amplificacdo em células em diferenciacdo. Quando células
gue mantém epissomas de HPV foram transfectadas com vetores de expresséao de
STAT-1 a quantidade de genomas virais foi rapidamente diminuida (Hong and
Laimins 2017).

As proteinas STAT3 e STAT5 estdo envolvidos na transcricdo de genes
importantes para a proliferacdo e sobrevivéncia celular. O STAT3 induz a
transcricdo de genes que codificam reguladores de proliferacdo celular (como
ciclina D1 e c-Myc), sobrevivéncia (como Bcl-X), além de citocinas incluindo IL-6,

IL-22, IL-23 e IL-10; além de induzir o receptor do fator de crescimento endotelial e
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receptores de citocinas (EGFR, c-Met e IL-23R), e protooncogenes citoplasmaticos
como K-ras, Src e c-Abl. A ativacdo de STAT3 ocorre através de varios
mecanismos, 0 mais comum deles ocorre através da familia de citocina IL-6. No
entanto, outros fatores estao associados, incluindo citocinas do tipo I, como IL-10 e
IL-23, fator de crescimento, como EGF e fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF) e ativadores GPCR (fator estimulador de colonias de
granulécitos e macrofagos), como esfingosina-1-fosfato (S1P). Em contrapartida, a
ativacao persistente de STAT3 também interfere no seu regulador negativo PTEN,
responsavel pela sua desfosforilacédo, incluindo microRNA regulatério especifico,
como o0 miR-21, bastante presente em tumores de colo de Utero (Shukla et al. 2019;
Morgan and Macdonald 2020a).

De maneira semelhante ao PTEN, outros reguladores negativos de STATS3,
incluindo GRIM-19 e SOCS-1 (supressor de sinalizacdo de citocinas), sao
regulados negativamente durante a carcinogénese cervical. Além disso, vale
ressaltar que ocorre uma ativacao paracrina de STAT3 no microambiente de células
imunes derivadas da expresséao local de MMP-9 (metaloproteinase-9) (Shukla et al.
2019).

Tanto STAT3 como STATS5 foram expressas de forma exarcerbada e
constitutivamente ativadas no cancer cervical. Foi demonstrado que o STAT3 é
indispensavel para o ciclo de vida do HPV-18, pois sua oncoproteina E6 € capaz
de induzir a ativacdo de STAT3, enquanto E7 do HPV-31 esta envolvida na ativacéo
de STATS (Pesut et al. 2021).

Tem sido relatado que a infeccao pelo HPV induz o STAT3 e um alto nivel
Th1l7de expressédo de IL-17, que por sua vez induz a producéo de VEGF vascular,

PGE2 e 6xido nitrico, o qual promovem a angiogénese e consequentemente o
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crescimento tumoral (Alves et al. 2018).Além disso, foi demonstrado também que
tanto IL-17 quanto IL-6 induzem a fosforilacdo de STAT3 que vai levar a producéo
de ligante de morte programada (PD-L1), que esta relacionado a inibicao de células
T antitumorais (Marques et al. 2021).

Apesar de E6 ser o principal responsavel pela fosforilacdo de STAT3 em
queratinécitos contendo HPV, todas as trés oncoproteinas podem induzir a
fosforilacdo da proteina STAT3, através da sua interacdo e ativacdo com EGFR
(Morgan and Macdonald 2020a). Em estudos realizados em linhagens celulares de
cancer cervical, foi observado uma forte correlacdo positiva de STAT3
constitutivamente ativo com a expressao das oncoproteinas E6 e E7 de HPV-16 e
uma correlacdo negativa com os niveis de p53 e pRB (Shukla et al. 2019).

Aléem do STAT3, a via NF-kB também estad correlacionada com o
microambiente inflamatdrio. Foi observado que a fosforilacdo de STAT3 é
alcancado através do aumento da sinalizacdo de NF-kB e ativacéo
autocrina/paracrina de STAT3 pela citocina pré-inflamatéria IL-6. A interacdo e
ativacdo de STAT3 e NF-kB desempenham um papel fundamental no controle da
interacdo entre as células tumorais e o microambiente, principalmente em células
imunes inflamatorias infiltradoras de tumor. No TME, a ativacdo dessas duas vias
de sinalizacédo pode promover a liberacéo de citocinas, quimiocinas e substancias
ativas correspondentes, bem como a proliferacdo maligna e adesao de células
tumorais. Em geral, essas duas vias desempenham um papel importante na
producao de células tumorais, sobrevivéncia, EMT, invasdo, metastase, inibicdo da
imunidade adaptativa e resisténcia a drogas (Scarth et al. 2021; Tan et al. 2021)

(Figura 8).
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Figura 8 — A modulac¢é@o do HPV na via de sinalizagcdo de STAT3. A) E6 do HPV induz a
expressao de IL-6 através da via de sinalizagdo Rac1/NF-kB, acarretando na sinalizagédo
autécrina/paracrina. B) E6 induz a degradacéo de p53 diminuindo a expressdo do miR125a e Let-
7a que bloqueiam a expresséo de STAT3. C) E5, E6 e E7 induz a sinalizagdo de EGFR levando a

ativacdo de STATS3.
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2.5.2 FOXO4

O Forkhead box O 4 (FOX04), é um fator de transcrigdo que regula diversos
genes envolvidos na apoptose, ciclo celular e homeostase celular. Além de
desempenhar um papel importante na regulacdo da transcricdo em varios tecidos
e 6rgaos, afetando a ocorréncia e o desenvolvimento de muitas doencas (Sun et al.
2021). Estudos mais recentes vém demonstrando a associagdao do FOXO4 no
desenvolvimento de variados tipos de cancer, incluindo leucemias, cancer gastrico,
cancer colorretal, carcinoma hepatocelular, cancer de préstata, cancer cervical,
cancer de mama, cancer de pulmao, etc (Jiang et al. 2018).

O FOXO04 é um membro da familia FOXO que também inclui, FOXO1,
FOXO3 e FOXO6. Esses quatro fatores de transcricdo FOXO se ligam aos genes
alvo como mondémero ou heterodimero para controlar o destino celular sob
diferentes condi¢Bes. Todas as proteinas FOXO tem 4 dominios funcionais de
nacleo diferentes, o dominio de ligacdo ao DNA, a sequéncia de localizacdo
nuclear, a sequéncia de exportacdo nuclear e o dominio de transativacao
(Jiramongkol and Lam 2020). As proteinas FOXO estdo envolvidas em diversas
funcdes celulares, incluindo a regulacdo da resposta imune, incluindo a
diferenciacdo das células Th22 por FOXO4 juntamente com BNC2 (Plank et al.
2017).

A regulacdo e desregulacdo dos fatores de transcricdo FOXO ocorrem
predominantemente nos niveis pos-transcricionais e pos-traducionais. Os tipos de
regulacdo pos-traducionais, incluem fosforilagdo, acetilacdo, ubiquitinacédo e
glicosilacdo, os quais sdo essenciais para controlar a atividade de FOXO4 (Jiang

et al. 2018; Jiramongkol and Lam 2020).
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As modificacbes poés-transcricionais se dao principalmente pela acdo de
microRNAs, 0s quais demonstraram ser capazes de interferir na expressao de
FOXO04, diminuindo sua expressao a niveis baixos, indicando seu envolvimento na
carcinogénese, invasao do cancer e metastase. Alguns miRNA foram observados
em diferentes tipos de cancer, interferindo na expressdo de FOXO4, incluindo o
miR-1274a (cancer gastrico), miR-421 (carcinoma nasofaringeo), miR-499-5p
(cancer colorretal), miR-664 (osteossarcoma) e miR-150 (cancer cervical e NSCLC)
(Jiang et al. 2018). Ou seja, 0 nivel atenuado de FOX04 é em parte devido a
interferéncia de miRNAs, o que resulta na diminuicdo da expressdo de alvos de
FOXO04, como p21, p27 e ciclina D1 (Jiang et al. 2018; Jiramongkol and Lam 2020).

O FOX0O4 também mostrou estar associado ao fator de transcricdo NF-kB.
Um estudo realizado por Zhou e colaboradores, sugeriu que o fator de transcri¢éo
FOXO4 interage fisicamente com o NF-kB e inibe sua ligacdo ao DNA e sua
atividade transcricional, o que leva a uma ativacdo minima de NF-kB para manter
uma inflamacéo crénica de baixo grau. Sinais inflamatérios ativam NF-kB através
da inativacdo de FOXO4, o que deixa o NF-kB livre e ativo para combater a
inflamacéo (Zhou et al. 2009).

No céancer cervical, o fator de transcrigdo FOXO4 foi observado estar menos
expresso e correlacionado positivamente com a carga viral do HPV (Qin et al. 2017).
De fato, a baixa expressao da proteina FOXO4 estd associada com um mau
progndéstico em diversos tipos de cancer, pois este fator de transcricdo atua como
um supressor de tumor, assim como p53. Apesar de FOXO4 e p53 compartilharem
varias caracteristicas comuns, existem algumas distin¢des entre eles, por exemplo,
a expressao de p53 normalmente é perdida, diferente do que ocorre com FOXO4,

gue tem sua inativacado induzida por atividades poés-transcricionais e traducionais.
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Ou seja, a proteina FOX0O4 ainda pode ser reativada, enquanto a perda genética €
irreversivel (Jiang et al. 2018).

Em geral, diversas pesquisas demonstraram que o papel chave da proteina
FOXO é de supressor de tumor, que € mediado pela sua capacidade de regular
genes essenciais para a parada da proliferacdo celular, morte celular, autofagia,
senescéncia, angiogénese, migracao celular e metastase. No entanto, existem
evidéncias de que os fatores de transcricdo FOXO tenham um papel oncogénico,
apoiando a progressao do cancer, angiogénese, metastase e resisténcia a drogas
(Jiramongkol and Lam 2020). Assim, as proteinas FOXO foram estabelecidas ndo
apenas como marcadores importantes para diagnéstico e prognostico do cancer,

mas também como alvos para intervencao do cancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho visa avaliar perfil de respostas imunes em tumores de pulméo

quando associado com a infec¢ao pelo Papilomavirus Humano

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o perfil de expressédo dos oncogenes E5, E6 e E7 do HPV 16 em
tumores de pulmao frescos e congelados;

2. Analisar o perfil de expressdo dos fatores de transcricdo STAT4, JAK2,
STAT6, STAT3 e FOXO4, e avaliar a correlacdo com a expressdo dos
oncogenes do HPV16;

3. Analisar o perfil da resposta imune em células da linhagem A549

transfectadas com os oncogenes do HPV16.
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ABSTRACT

Objetivo: O Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco é o principal agente causador do cancer cervical,
contribuindo com cerca de 95% dos casos de cancer cervical. No entanto, 0 HPV tem sido correlacionado com
outros tipos de céncer, como o cancer de pulmdo, onde a sua presenca e atividade viral tém sido observadas
em varios estudos. Porém, ainda ndo esta claro como o HPV atua na carcinogénese pulmonar, neste sentido é
importante compreender a atividade das oncoproteinas do HPV nas células do cancer de pulmaéo.

Métodos: Tumores de 18 pacientes com cancer de pulmao foram avaliados quanto a expressdo de oncoproteinas
do HPV (E2, E5, E6 e E7) por RT-gPCR, bem como a expressao de fatores de transcricdo (STAT4, STAT3,
STAT6, JAK2 e FOX04) associados com proliferacdo, diferenciagdo e metéstase celular.

Resultados: Pelo menos uma das oncoproteinas do HPV foi encontrada em 66,7% dos tumores pulmonares
analisados. As oncoproteinas E5 e E7 foram superexpressas e com forte correlacdo positiva entre elas. Além
disso, também foi observada uma forte correlacdo negativa entre E6 e E2, sugerindo uma possivel integracao
viral. Uma superexpressdo de todos os fatores de transcri¢do foi observada em tumores infectados por HPV
em comparagdo com tumores negativos para HPV, principalmente FOXO04 e STATA4.

Conclusdes: Nossos resultados sugerem que as oncoproteinas do HPV podem estar associadas a ativacdo de

fatores de transcri¢do associados a progressdo do cancer de pulméo.

Keywords:Lung cancer; Human Papillomavirus; Transcription Factors; JAK/STAT; FOX04

INTRODUCAO

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo, responsavel por quase 10 milhdes de mortes
em 2020, e o cancer de pulmdo é o mais incidente tanto em homens quanto em mulheres. A exposicao
prolongada a fumaga do tabaco € a causa mais comum de cancer de pulmédo. No entanto, foram diagnosticados
entre 10 a 15% dos casos de cancer do pulmdo em pacientes ndo fumantes (Rudin et al. 2009; de Groot e
Munden 2012; Akhtar e Bansal 2017a), 0 que levanta a possibilidade de uma associagdo com outros factores,

incluindo a agdo de agentes virais, como o papilomavirus humano (HPV) (Prabhu et al. 2012).
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O HPV é um virus de DNA de fita dupla, com aproximadamente 8.000 pb, que codifica trés oncogenes
principais (E5, E6 e E7), envolvidos na transformacéo celular (Moody and Laimins 2010). Embora ainda
controverso, 0 HPV pode ser um possivel participante do processo carcinogénico pulmonar (de Freitas et al.
2016). A capacidade do HPV de induzir cancer de pulmao pode ser conferida pela agdo das oncoproteinas E5,
E6 e E7, que atuam aumentando a proliferacdo celular, inibindo a apoptose e manipulando o sistema

imunolégico do hospedeiro através de diversas vias (de Freitas et al. 2016).

H& cerca de 40 anos, estudos sobre a atividade do HPV no céncer de pulméao observaram que as
oncoproteinas virais sao ativas e podem induzir o processo de carcinogénese, desde o aumento da proliferagao
celular e inibicdo da apoptose até a manipulacdo do sistema imunolégico do hospedeiro (Syrjanen 1979; de
Oliveira et al. 2018b; F. Cardona et al. 2019). A capacidade de evadir ou mesmo suprimir as respostas imunes
antitumorais € a caracteristica fundamental das interacfes das células malignas com o microambiente tumoral.
Além disso, 0 HPV pode se adaptar para escapar do monitoramento imunoldgico, diminuindo drasticamente a
apresentacdo de antigenos virais as células imunoldgicas competentes, como os linfocitos T (Barros et al. 2018;

Zhou et al. 2019; Zhang et al. 2020).

Além disso, alguns factores de transcricdo desempenham um papel fundamental no processo de
carcinogénese em Varios tipos de cancer, incluindo canceres associados a infecgdo por HPV. Vérios estudos
observaram que as oncoproteinas virais podem interagir com fatores de transcricdo em células que estdo
associadas a progressao de células cancerosas, como os fatores de transcricdo FOXO4 e STAT (Jiang et al.

2018; Scarth et al. 2021).

A via JAK/STAT que desempenha um papel essencial na diferenciacdo de células Th, bem como na
sua desregulacdo, tem sido associada a promocao da progressdo do cancer, bem como a evasao imune e a
metastase. Sua ativagdo ocorre apds a ligacdo de citocinas, que por sua vez resulta na ativacdo de JAKSs seguida
pelo recrutamento, fosforilacéo e ativacéo de proteinas STAT que sdo translocadas para o nlcleo e se ligam a

sequéncias promotoras especificas, levando a transcricdo de genes alvo. associada a proliferacdo celular
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(Gutiérrez-Hoya and Soto-Cruz 2020). Em contraste, o fator de transcricdo FOXO4 é geralmente considerado
um supressor tumoral em diferentes tipos de tecidos e normalmente é encontrado minimamente expresso em
varios tipos de cancer, no entanto, seu papel em tumores associados ao HPV precisa ser melhor elucidado

(Jiramongkol and Lam 2020)

Por fim, é importante compreender o papel das oncoproteinas do HPV na interacdo com fatores de
transcricdo associados a proliferacdo celular e progressdo do cancer de pulméo, pois auxiliard na determinagéo
de potenciais biomarcadores que podem facilitar o diagnéstico e prognostico do paciente, alem de ajudar no

desenvolvimento de terapias direcionadas especificas.

MATERIAIS E METODOS
Objeto de estudo

O material bioldgico foi obtido de pacientes submetidos a cirurgia toracica no servico de pneumologia
do Hospital Universitario Oswaldo Cruz. Dezoito bidpsias frescas/congeladas foram obtidas e armazenadas em
tubos estéreis com solugdo RNAlater a -80°C. Um termo de consentimento foi aplicado a todos os pacientes e
o0 presente estudo foi aprovado pelo comité de ética (registro 06396812.0.3001.5192).
Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

As extracOes de RNA foram lisadas com reagente Trizol, depois o kit RNeasy Mini (Qiagen) foi usado
para isolar e purificar o RNA. O RNA extraido foi verificado quanto a sua integridade e qualidade através da
visualizacdo das bandas de RNA ribossdmico em eletroforese em gel de agarose a 1% e no nanodrop (Thermo
Scientific) considerando a proporcao 260/280. A sintese de cDNA foi realizada seguindo as instrucdes do kit
Maxima First Strand cDNA Synthesis com dsDNase (Thermo Scientific).
Desenho de primer e estimativa de eficiéncia para gPCR

Os primers para 0s oncogenes do HPV foram desenhados através do software CLChio Main
Workbench versao 5.7.1. Os genes para subpopulagdes de linfocitos T foram desenhados com base em estudos
anteriores (tabela 1). Os genes de referéncia ACTB e EEF1A1, utilizados para quantificacdo relativa, foram
previamente validados em tecido pulmonar. A eficiéncia dos primers foi avaliada por dilui¢Ges seriadas de 10
poténcias e foi utilizada a linhagem celular THP1 (mondcitos isolados de um paciente com leucemia
monocitica aguda) e uma amostra positiva de cancer de pulméo para exemplificar as condices reais do ensaio.

PCR em Tempo Real
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A anélise da expresséo génica foi realizada para todas as 18 amostras de tumores de pulméo frescos /
congelados usando Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), e a amplificacdo foi realizada em
AriaMx Real-Time PCR (Agilent Technologies). As condi¢Bes de ciclagem foram 95°C por 20 segundos para
ativacdo da polimerase, seguida de 40 ciclos de 95°C por 3 segundos para desnaturacéo e 60°C por 30 segundos
para anelamento e extenséo.

Assim, a média geométrica dos genes de referéncia foi utilizada para calcular a expressdo relativa de

todos os alvos nas amostras (Livak and Schmittgen 2001).

Tabela 1 - Informagdes do conjunto de primers

E5 HPV16 F: ACTGGCTGCTTTTTGCTTTG 60°C -
R: GACACAGACAAAAGCAGCGG

E7HPV16 F: AGCTCAGAGGAGGAGGATGA 56°C -
R: GAGACCAGATGGGGCACACA

JAK2 F: TCTGGGGAGTATGTTGCAGAA 60°C (Park et al.
R: AGACATGGTTGGGTGGATACC 2019)

STAT3 F: GGAGGAGGCATTCGGAAAG 60°C (Zhao et al.
R: TCGTTGGTGTCACACAGAT 2018)

ACTB F:AAGAGAGGCATCCTCACCCT 60°C -
R: TACATGGCTGGGGTGTTGAA

Andlise Estatistica
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A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism (versdo 9.0.0). Foram
realizados testes de contingéncia e exato de Fisher para estimar o valor de p e o risco relativo. Foram realizados
testes de distribuicdo normal e aplicados o teste de Mean-Whitney e o teste de Kruskal-Wallis com teste de
comparacdo de Dunn para comparar os niveis de expressdo dos oncogenes, os fatores de transcricdo e a
presenca de infeccdo pelo HPV. O teste de Correlacdo de Spearman foi realizado para avaliar a correlacdo entre
a expressdo do gene. Quanto ao valor de p, foram considerados estatisticamente significativos valores de p

menores que p< 0,05.

RESULTADOS
Caracterizacdo das Amostras

O estudo foi realizado utilizando 18 amostras frescas/congeladas de tumores pulmonares. A maioria
das amostras avaliadas era do sexo masculino (66,7%), com idade entre 56 e 81 anos (66,7%), tabagistas
(77,8%) e etilistas (61,10%). Verificou-se que as oncoproteinas do HPV16 estavam expressas em 66,7% das
amostras, sugerindo uma possivel atividade viral em células tumorais de pulmé&o infectadas por HPV (tabela
2). Contudo, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre as caracteristicas clinico-demogréficas e
a presenga e auséncia de infeccéo pelo HPV, nem em relago a estimativa de risco (tabela 3).

Tabela 2 - Frequencias das caracteristicas clinico-demograficas

Caracteristicas Frequencia
Género

Masculino 12 (66.70%)

Feminino 6 (33.30%)
Idade

11- 55 6 (33.30%)

56 - 81 12 (66.70%)
Tabagismo

Sim 14 (77.80 %)

Néo 4 (22.20%)
Consumo de Alcool

Sim 10 (61.10%)

Néo 8 (38.90%)
presenca do HPV

Sim 12 (66.70%)

N&o 6 (33.30%)



Tabela 3 - Relacdo entre a presenca de HPV e a estimativa de risco segundo sexo, idade, etilismo e
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tabagismo.
Caracteristicas HPV positivo HPV Total OR (95% CI) P value
(%) negativo (%)
Sexo 3.571 (0.3508-49.41) 0.6000
Femiino 5 (27.78) 1 (5.56) 6
Masculino 7 (38.89) 5 (27.78) 12
Total 12 6 18
Idade 0.3333 (0.0551-2.184) 0.3441
<55 3(16.67) 3(16.67) 6
>55 9 (50.00)) 3 (16.67) 12
Total 12 6 18
Alcool 0.7000 (0.1037-5.609) >0.9999
Yes 7 (38.89) 4 (36.36) 11
No 5 (27.78) 2 (11.11) 7
Total 12 6 18
Tabagismo 0.6000 (0.0392-5.188) >0.9999
Yes 9 (50.00) 5(27.78) 14
No 3(16.67) 1 (5.56) 4
Total 12 6 18

Expressdo dos oncogenes nas amostras de tumores de pulméo

Foi observada maior expressao dos oncogenes E5 e E7, em contrapartida, as proteinas E6 e E2 foram

menos expressas neste tipo de tumor. Houve diferenca estatisticamente significativa entre a expressao de E2 e

E5, E2 e E7, E5 e E6, bem como E5 e E7, com p<0,05 (figura 1).

Quanto ao estudo de correlacdo entre as proteinas do HPV, foi observada correlacdo negativa

moderada entre E2 e E6 e correlagdo negativa leve entre E2 e E5, porém nenhuma delas foi estatisticamente

significativa. Além disso, também foi observada uma correlagdo positiva leve entre E6 e E5 e, E6 € E7 (sem
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significancia estatistica), e uma correlacdo positiva moderada entre E5 e E7 estatisticamente significativa com

valor de p <0,05 (figura 2).

*%
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Expression
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Figura 1 — Expressao das proteinas do HPV. Grafico de classificagdo do teste Kruskal-Wallis com mediana e
IC 95%. Foi encontrada significancia estatistica com p<0,05 entre a expressao de E2 e E5 (p = 0,0040), E2 e

E7 (p = 0,0066), E5 e E6 (p = 0,0001) e, E6 e E7 (p = 0,0002).
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Figura 2- Correlacdo das oncoproteinas do HPV. Heatmap do teste de correlacdo de Spearman entre E2, E5,
E6 e E7. O coeficiente r é colocado dentro das células com uma variagdo de 1 (correlagdo positiva) a -1
(correlagdo negativa). Foi observada significancia estatistica entre E5 e E7 com valor de p 0,029.
Comparacdo entre a expressdo dos oncogenes e os fatores de transcri¢do no cancer de pulméo

A expressdo dos fatores de transcricdo STAT3, STAT4, STAT6, JAK2 e FOX04 foram analisadas
nas amostras. Os tumores foram divididos em HPV negativos (HPV-), quando ndo expressavam nenhuma das
proteinas do virus, e HPV positivos (HPV+), quando as amostras apresentavam expressao para pelo menos
uma das proteinas do HPV. Os fatores de transcri¢do foram analisados em conjunto comparando sua expressao
em amostras de HPV+ e HPV-. Em geral, como visto acima, todos os fatores de transcricdo foram mais
expressos nas amostras de HPV+ (figura 3). Além disso, € possivel observar maior expressdo do fator de
transcricdo FOXO4, seguido de STAT4, JAK2, STAT3 e finalmente STAT6. Houve uma diferenca
estatisticamente significativa entre a expressdao de STAT3 e amostras de FOXO4 em HPV+. Nas amostras
negativas para HPV, houve diferencas estatisticamente significativas entre STAT6 e FOXO4 e; STAT3 e
FOXO4. Isso demonstra que em amostras com presenca de mMRNA de HPV, FOXO4 foi mais expresso que
STAT3, e em amostras sem presenca de HPV, o fator de transcrigdo FOXO4 foi mais expresso que STAT6 e
STATS.

O objetivo do grafico de correlagdo é mostrar que alguns genes podem aumentar ou diminuir juntos
(correlagdo positiva), ou mostrar que um gene tende a aumentar & medida que outros diminuem (correlagéo
negativa). Nas amostras positivas para expressdo de proteinas do HPV, foi possivel observar fortes correlagdes
positivas entre E7 e E5, STAT3 e STAT4, STAT3 e JAK2 g, FOX04 e JAK2; correla¢do positiva moderada
entre STAT4 e E5, STAT6 e E5, STAT6 e E7, STAT3 e STAT6 ¢, FOX04 e STAT3; e correlacdo positiva
leve entre E6 e E5, E7 e E6, STAT6 e E6, FOXO4 e E2. Também foi observada forte correlagdo negativa entre
STAT3 e E2; correlagdo negativa moderada entre E6 e E2; e alguma correlacdo negativa leve entre E5 e E2,
STAT4 e E2, STAT4 e E6, JAK2 e E2, JAK2 e E5, JAK2 e E7, STAT6 e E2 ¢, STAT3 e E6. Porém, apenas
as correlacBes entre E7 e E5, STAT3 e JAK2 e, FOXO4 e JAK2 foram estatisticamente significativas com

p<0,05 (Figura 4).
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Figura 3 — Expresséo de fatores de transcricdo em amostras de HPV+ e HPV-. O Rank Plot de expressdo dos
fatores de transcricéo foi analisado pelo teste de Kurkal-Wallis. Foi considerado estatisticamente significativo

quando o valor de p foi <0,05 (valor de p: *<0,04; **<0,007).
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Figura 4 - Correlacdo entre oncogenes de HPV e fatores de transcricdo em amostras de HPV+. Cada secéao

genética mostra o coeficiente de correlagdo positivo (r = 1) ou negativo (r = -1). Apenas as correlagdes entre



83

E7 e E5 (p = 0,007), STAT3 e JAK2 (p = 0,0028), FOX04 e JAK2 (p = 0,031) foram estatisticamente
significativas.
DISCUSSAO

As infeccOes por HPV séo as principais causas de lesdes malignas e benignas no colo do Gtero. No
Gltimo ano, tais infeccBes foram associadas a varios tumores ndo anogenitais (Tsyganov et al. 2019; Rezaei et
al. 2020; Karnosky et al. 2021). Entre os tipos de HPV de alto risco mais detectados em tumores pulmonares,
0 HPV16 e 0 HPV18 foram os tipos mais prevalentes (F. Cardona et al. 2019; Rezaei et al. 2020; Karnosky et
al. 2021; Hussen et al. 2021b). Porém, sua incidéncia variou de acordo com a localiza¢do geografica em que o
estudo foi realizado e sua metodologia.

O HPV16 foi 0o mais prevalente nos estudos de meta-analise mais recentes, com alta incidéncia na
Asia, seguido pela América Latina, Europa e América do Norte (Tsyganov et al. 2019; Karnosky et al. 2021).
O mesmo foi observado em estudo publicado pelo nosso grupo, que mostrou que no Brasil o HPV foi detectado
em amostras de tumores de pulméo, com incidéncia de 52% sendo o HPV16 o mais prevalente (de Oliveira et
al. 2018a). Portanto, nosso estudo verificou a expressdo dos principais oncogenes do HPV16 (E2, E5, E6 e E7)
associados ao ciclo da infec¢do viral e a carcinogénese. A expressdo de pelo menos uma das proteinas do HPV
foi detectada em 66,7% das amostras de cancer de pulmdo. Contudo, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre a presenca e a auséncia do HPV, bem como o risco de infec¢do pelo HPV em relagéo a
idade, sexo, consumo de tabaco e élcool.

As oncoproteinas E5 e E7 do HPV16, foram as proteinas virais mais expressas em nossas amaostras.
A oncoproteina E5 pode aumentar a sinalizacéo de EGFR através de mecanismos diretos e indiretos no cancer
cervical (Muller et al. 2015b). Mutacfes de EGFR sdo comuns em alguns tipos de cancer de pulmao, que
podem estar associadas a atividade de E5, essas mutagdes foram mais prevalentes em adenocarcinoma de
pulmdo que apresentaram o DNA do HPV (Kato et al. 2012; Tung et al. 2013c; Robinson et al. 2016; Li e
outros 2016b). Além disso, tanto E5 como E7 sdo capazes de ativar o EGFR que fosforila os fatores de
transcrigdo STAT (Morgan e Macdonald 2020a).

A atividade E7 também esté associada a inativagdo do gene supressor de tumor pRB (de Freitas et al.
2016). Este achado foi confirmado por um estudo que observou diminui¢do da expresséo de pRB devido a acéo
da oncoproteina E7 em amostras de cancer de pulméo (Rezaei et al. 2020). Além disso, a desregulacdo do Rb
resultou no aumento da expressdo de pl6. A proteina pl6 é usada clinicamente como um biomarcador

prognostico favoravel associado a infeccdo por HPV de alto risco. A atividade deste supressor tumoral foi
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significativamente associada a presenca do virus HPV em amostras de cancer de pulméo (Robinson et al. 2016).
Isto fornece evidéncias de que o virus pode interferir na maquinaria de replicagdo celular, principalmente
através da atividade da oncoproteina E7.

Em nossas amostras foi observada correlacdo negativa entre E6 e E2. Isto pode ser indicativo da
atividade de integracdo do genoma viral no DNA do hospedeiro, no qual a proteina E2 do HPV atua como um
regulador transcricional reprimindo a expressdo de E6 e E7, e durante a integracdo o E2 é frequentemente
perdido. Ou seja, a baixa expressao de E2, e a alta expressédo de E6 e E7 sdo indicativas da integracao e ativacdo
da agdo transformadora do virus nas células infectadas (Araldi et al. 2018; Gheit 2019). Em nosso estudo é
possivel observar diminui¢cdo da expressdo de E2 nos tumores de pulméo, seguida de aumento na expressao de
E7, embora ndo tenha sido significativo.

Também foi avaliada a atividade de fatores de transcrigdo importantes na ativacdo do processo de
carcinogénese. De modo geral, todos os fatores de transcricdo avaliados estavam ativos e com expressao
aumentada nos tumores pulmonares infectados pelo HPV. Além disso, a maioria dos fatores de transcrigdo
foram correlacionados negativamente com E2, o que pode indicar que a forma integrada do virus poderia estar
interferindo na ativacao da via JAK/STAT.

Aumento da expressdo do fator de transcricdo STAT4 foi observado em nossas amostras. A proteina
STATA4 ¢ fosforilada pela IL-12, uma citocina antitumoral relacionada a ativacao da resposta imune das células
Th1, que atua na defesa contra infecgdes virais (Yang et al. 2020). Em geral, a expressdo de STAT4 esta
associada a mau progndstico e metastase. No entanto, poucos estudos avaliaram a atividade do STAT4 em
cancros associados ao HPV. Foi relatada alta expressdo de STAT4 no cancer cervical em comparagdo com
lesBes ndo cancerosas (Gutiérrez-Hoya e Soto-Cruz 2020). Além disso, foi demonstrado que a superexpressao
de E7 aumenta a expressdo da via JAK/STAT, incluindo STAT1, STAT2, STAT3 e STAT4 em modelos de
camundongos transgénicos que expressam E7 (Ibarra Sierra et al. 2012). Dados semelhantes foram observados
em nossas amostras de cancer de pulm&o, nas quais houve aumento na expressdo de E7, bem como de STAT4
e STATS.

Outro fator de transcricdo superexpresso em nossas amostras foi 0 FOXO4. Esta proteina regula varios
genes envolvidos na apoptose, ciclo celular e homeostase celular (Sun et al. 2021). Independentemente dos
estudos que demonstram que a principal fungdo das proteinas FOXO é suprimir tumores, as evidéncias
mostram um papel oncogénico deste fator de transcri¢cdo (Jiramongkol e Lam 2020). Observamos um aumento

na expressdo de FOXO04 em tumores de pulmédo, especialmente em amostras que expressavam proteinas do
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HPV. Porém, mais estudos sdo necessarios, pois a principal forma de regulacdo do FOXO4 é através de
modificagGes pos-transcricionais pela atividade do microRNA (Jiang et al. 2018). Ou seja, é necessario avaliar
a atividade da proteina FOXO4, ou se esta proteina esta sendo bloqueada e, por isso, estd ocorrendo um
aumento na transcricdo do mRNA para manter a atividade supressora de FOXO4 em tumores de pulméo.

Uma correlacdo positiva entre STAT3 e JAK2 também foi encontrada em nosso estudo, o que
corrobora com varios estudos (Morgan e Macdonald 2019; Morgan e Macdonald 2020a). Esses estudos
demonstraram que E6 atua na transcri¢cdo do NF-kB, que transcreve as citocinas IL-6, capaz de atuar de forma
autocrina e paréacrina na ativacdo de JAK2 e induz a fosforilagdo de STAT3. Posteriormente, 0 STAT3
fosforilado sera translocado para o nicleo, ativando genes necessérios para a proliferacdo e sobrevivéncia de
células malignas (Morgan e Macdonald 2019). Além disso, também foi observado, em linhagens celulares de
cancer de pulméo transfectadas com HPV E6 e E7, que a oncoproteina E6 promoveu a ativagdo de STAT3
(Zhang et al. 2017).

A fosforilagdo do STAT3 também foi correlacionada com a carga viral e o estado fisico do HPV. Uma
correlacdo direta foi demonstrada quando a expressao diminuida de STATS3 foi associada a um baixo nimero
de cépias do virus e menor integracdo (Shukla et al. 2019). Este fato corrobora a baixa carga viral encontrada
nos tumores pulmonares infectados pelo HPV (Aguayo et al. 2010). Assim como nossos achados, embora néo
tenhamos encontrado significancia estatistica, foi observada baixa expressio de E2 e aumento de
oncoproteinas, indicando uma possivel integracdo viral. Além disso, também foi encontrada uma forte
correlacdo negativa entre E2 e STAT3, bem como um aumento na expressao de E7 que foi associado a ativagao
de STATS3. Ou seja, a integracdo viral e 0 aumento da expressdo da oncoproteina E7 podem estar associados a
ativacdo de STAT3.

Quanto ao factor de transcricdo STATS, o seu papel no cancer ainda ndo esta claro. Alguns estudos
afirmam que sua ativagdo esta correlacionada com tamanhos menores de tumores e melhor sobrevida, pois
também demonstraram que seu silenciamento induz apoptose e expressdo de p53 em células Hel a. (Gutiérrez-
Hoya e Soto-Cruz 2020). Em nossas amostras, hd aumento da expressdo de STAT6 em tumores pulmonares
HPV-positivos em comparacdo com tumores pulmonares HPV-negativos, o que corrobora com o estudo
realizado por Wenzhang Zang et al, no qual foi demonstrado que células pulmonares que expressavam E6 e
E7 foram capazes de promover um aumento em STAT6 e STAT2 (Zhang et al. 2017). Mesmo assim, em nossas
amostras, 0 STAT6 ndo foi o fator de transcricdo mais expresso analisado. Foi possivel observar maior

expressdo dos fatores de transcricdo FOX04, STAT4, JAK2 e STAT3 em nosso estudo.
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CONCLUSAO

Os mecanismos moleculares pelos quais 0 HPV promove o cancer de pulméo ndo sdo totalmente
conhecidos. Com este intuito, nosso estudo avaliou o papel das protéinas do HPV na atividade de fatores de
transcricdo associados a carcinogénese. Em nosso estudo, encontramos evidéncias de que os fatores de
transcricdo JAK/STAT e FOXO4 foram mais expressos em tumores pulmonares infectados por HPV. Além
disso, foi possivel observar que houve expressao de oncogenes do HPV, principalmente E5 e E7, 0 que pode
estar associado a ativacdo das vias JAK/STAT, principalmente STAT4, JAK2 e STAT3, em amostras de
cancer de pulmdo. Este estudo foi o primeiro a avaaliar o papel do FOXO4 nos tumores de pulméo infectados
pelo HPV, onde apresentou uma superexpressao em nossas amostras HPV positivas, demonstrando um possivel
mecanismo do HPV na ativacdo deste fator de transcricdo. Sao necessarios mais estudos que possam avaliar
como as oncoproteinas do HPV podem interferir nestes fatores de transcricdo e aumentar a carcinogénese
pulmonar, pois estes conhecimento pode auxiliar no desenvolvimento de futuras abordagens terapéuticas e

prognésticas de pacientes com cancer de pulmdo associados ao HPV.
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Resumo: O cancer de pulméo € a neoplasia que mais leva a 6bito no mundo. O papilomavirus Humano (HPV)
é um dos fatores associado a sua carcinogénese, especialmente devido a agdo dos seus oncogenes E5, E6 e E7.
Em microambientes tumorais, 0 HPV tem como principalmente fun¢éo a evasdo do sistema imune nos canceres
cervicais, no entanto seu papel nos canceres de pulméo permanece incerto. Com intuito de avaliar o papel do
HPV no microambiente de tumores de pulmé&o, cultivamos in vitro a linhagem celular A549 transfectadas com
E5, E6 e E7 de HPV16 e, co-cultivamos com células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Os
linfocitos T CD4+ (CD25+/FoxP3), CD8+, CD56+, bem como os mondcitos (CD14+) e a expressao de HLA-
DR e suas moléculas co-estimuladoras (B7.1 e B7.2), foram analisados por citometria de fluxo. Houve um

aumento de células T CD4+, bem como da atividade citotéxica das células CD8+ e CD56+, e uma diminuicéo
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das células Treg, juntamente com o aumento de IL-2, IL4, IL-6, TNF-a e IL-10 na presenca das oncoproteinas
virais. Destacando uma atividade anti-tumoral de E5 de HPV16 nesta linhagem tumoral pulmonar, podendo
ser utilizada em futuras estratégias terapéuticas contra canceres de pulméo associados ao HPV.

Palavras chaves: Cancer de Pulmédo; HPV; Microambiente tumoral; Resposta imunoldgica

1. Introducdo

No mundo, o cancer de pulmé&o é a doenca que mais leva a dbito e, uma das principais causas associada
é o tabagismo, no entanto 15% dos casos de cancer de pulmé&o estdo associadas a outros fatores, dentre eles, as
infeccBes virais, como por exemplo, o papilomavirus humano (HPV) [1].

O HPV, é um virus de DNA dupla fita, que possui acdo tumorigénicas, devido a expressao de trés
diferentes oncoproteinas, E5, E6 e E7, que estdo atuam inibindo diversos genes supressores tumorais, bem
como ativando alguns fatores de transcricdo que estdo associadas a proliferacdo celular descontroladas em
diversos canceres anogenitais e de cabeca e pescogo [2,3].

A associacdo do HPV na carcinogénese pulmonar surgiu inicialmente em 1970, por Syjanen e
colaboradores, desde entdo, varios estudos veem demonstrado a atividade deste virus nos tumores de pulméo
[4]. O céncer de pulmao pode ser classificado em dois grandes grupos: carcinoma de células pequenas (SCLC)
e carcinoma de células ndo pequenas (NSCLC). Este Gltimo é subdividido em carcinoma de células escamosas,
adenocarcinoma e carcinoma de células grandes [2]. O adenocarcinoma de pulmao, foi um dos tipos de tumores
mais associados a infecgdo pelo HPV [5-7].

O HPV interage com o microambiente tumoral manipulando-o com objetivo principal de escapar do
sistema imune do hospedeiro. O microambiente tumoral (TME) é uma estrutura dindmica altamente interativa,
composta por células cancerosas, células estromais ndo cancerosas, e células imunes [8,9]. A analise
histopatoldgica de tumores sélidos revela que eles séo infiltrados por células imunes inatas e adaptativas que
pode ser encontrada no TME pulmonar e abrigam atividades promotoras e supressoras de tumores que podem
predizer o resultado clinico dos pacientes [10,11].

Dentre as células imunes inatas, destaca-se as células apresentadoras de antigenos, como por exemplo
os macrofagos. Os macréfagos sdo importantes mediadores da resposta inflamatéria inatas e adaptativas,
principalmente no combate ao cancer [12]. Os macrofagos podem ser classificados em macréfagos do tipo M1
e M2, no qual o M1 possui um fenotipo pré-inflamatorio, apresentando um efeito anti-tumoral no

microambiente dos tumores. Em contrapartida, 0 M2 produz citocinas anti-inflamatorias e séo consideradas



100

pré-tumorigénicas. Além disso, hd os macrofagos associados a tumores (TAMs) que sdo derivados de
mondcitos e atraidos para o microambiente tumoral, principalmente no infiltrado imune de tumores de pulmao
de células ndo pequenas. Alto nivel de TAMs estdo associados ao mau prognostico em canceres positivos para
HPV devido a sua caracteristica imunossupressora [12-14].

A resposta imune adaptativa envolve uma rede complexa de células, um exemplo de célula imune
adaptativa bastante estudada em canceres, sdo os linfocitos T. As células T podem ser divididos em diferentes
subgrupos de acordo com diferentes métodos de classificacdo. Com base nos marcadores de superficie, as
células T sdo divididas em CD4+ e CD8+. Com base na sua funcdo, estas células sdo divididas em células
T/linfdcitos citotdxicos (CTLs), células T auxiliares (Th), células T reguladoras /suressoras (Treg) [15]

Neste estudo, tivemos como objetivo avaliar o perfil de resposta imune, simulando in vitro o
microambiente tumoral pulmonar associado & infec¢do pelo HPV. Para isso transfectados a linhagem A549 de
adenocarcinoma de pulméo com os trés principais oncogenes do HPV 16, e analisamos a resposta imune e a
ativagdo dos linfocitos e macréfagos que foram co-cultivados com as células tumorais expressando as
oncoproteinas virais. Com isso, sera possivel compreender melhor o papel do HPV no TME de adenocarcinoma
de pulmaéo, dispondo de importantes informacGes que podem ajudar no desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas.

2. Materiais e Métodos
2.1. Linhagem celular

A célula tumoral A549 é uma linhagem celular de adenocarcinoma de pulmao, adequada para
transfec¢des com caracteristicas aderentes. Esta célula foi cultivada a 37°C em DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium — Invitrogen®) adicionado de 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibico ®); L-Glutamina 1%
(Sigma®) — DMEM completo.

2.2. Células mononuclear isoladas de sangue periférico (PBMC)

Cerca de 8-10ml de sangue periférico foram coletados em tubo de EDTA de doadores voluntéarios
saldaveis. As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas utilizando 1.077 g/mL de
solucédo Ficoll (300 xg /30 min/ 26°C) (GE healthcare ®). Apds duas lavagens co PBS 1x, as células foram
ressuspendidas em DMEM com 10% de SBF, L-Glutamina 1% e antibioticos. As células obtidas de cada
voluntario foram cultivados em garrafas de cultura de 75 cm? (24 horas/ CO2 5%/ 37°C). no dia seguinte, 0s

linfocitos suspensos foram centrifugados em PBS 1x (200 xg/10min) e contados utilizando o contador de
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células Countess 3 (Thermo Fisher ®). Do mesmo frasco de cultura, os macréfagos aderidos foram removidos
com a ajuda de tripsina 2%, seguida pela centrifugacdo com PBS 1x (200 xg/ 10min) e contadas (Countess 3).
Os linfacitos e macréfagos foram plaqueados (placas de 48 pogos/10° de células por pogo).
2.3. Producado e transfecgdo de oncoproteinas do HPV

Os oncogenes E5, E6 e E7 do HPV 16 foram baseadas nas sequencias de referéncia depositada no
GenBank (K02718.1) foram clonadas no vetor de expressdo para células de mamiferos, pcDNA 3.1(+). Os
clones foram confirmados por andlise de restricdo e submetidos a sequenciamento automatico utilizando o kit
de sequenciamento de ciclo ABI PRISM BigDyeTM terminator v3.1 (Applied Biosystems ®). Apés a
confirmacéo da clonagem, o DNA dos vetores recombinantes foi isolado pelo Kit Plus Maxi (Qiagen) de acordo
com as instrucbes do fabricante. Foi realizado uma transfeccdo em células de adenocarcinoma de pulméo
(A549), em placas de cultura celular de 48 pogos, onde 10°de células tumorais foram semeadas em 1 ml de
meio DMEM completo. Os vetores recombinantes foram transfectados utilizando o reagente de transfeccdo
Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher ®). As células tumorais foram transfectadas com 250 ng/ul de plasmideo
com cada oncogene por poco. Todos os experimentos foram realizados em cinco repeticdes experimentais.

2.4, Estimulacéo in vitro de PBMC

Para a estimulacéo in vitro com PBMCs, foram plaqueadas as células tumorais A549 (10° células /
pogo) e apds 80 % de confluéncia, linfécitos ou mondcitos foram inseridos nas culturas para investigar os
estimulos imunolégicos. Os linfécitos e monaocitos obtidos conforme descrito anteriormente, foram cultivados
separadamente em placas de 48 pocos previamente semeadas com as células tumorais seguindo o seguinte
esquema de cultivo exposto na Figura 1. Alem disso, linfocitos ou macréfagos foram cultivados sem a presenca
de estimulos como controle negativo. As células cultivadas foram mantidas por 24 horas sob estimulos das
células tumorais com e sem transfecgdo e apOs esse periodo as células imunes foram marcadas para

imunofenotipagem, e o sobrenadante da cultura foram armazenadas para pesquisa de citocinas.
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Figura 1. Esquema dos diferentes grupos experimentais

2.5. Imunofenotipagem de PBMCs estimuladas in vitro com células tumorais de pulméo e investigacao de
citocinas produzidas no sobrenadante de cultura
O ensaio de imunofenotipagem foram conduzidos in vitro para investigar a resposta imune induzidas
por células tumorais em PBMCs, por meio de anticorpos de superficie anti-CD3 (FITC ou APC), -CD4 (FITC
ou APC), -CD8 (FITC ou PE), -CD56 (PEcy5.5 ou APC), -CD25 (PercP), -CD14 (FITC), -B7.1 (PE), B7.2
(APC), HLA-DR (PercP). Anticorpos intracelulares anti- FoxP3 (PE), -Perforina (FITC), granzima (PercP), -
IL-17 (PE), -IFN (APC), -1L-10 (PE), também foram utilizados. Para identificacdo especifica da linhagem
Ab549, foi utilizado o anticorpo especifico anti-CD90 (todos os anticorpos utilizados foram da BD®). As
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17 foram investigadas utilizando o Kit CBA (BD ®) a
partir do sobrenadante da cultura. Todas as aquisi¢cdes foram realizadas por citometria de fluxo (Accuri BD®),
onde 30.000 eventos foram realizados para investigacdo celular e 2.100 eventos para investigacdo humoral. As
analises foram realizadas utilizando a plataforma de citometria Accuri.
2.6. Analise estatistica
A distribuicdo dos dados foi verificada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Todas as amostras
que adotaram distribuicdo normal foram submetidas ao teste Ordinary One-way ANOVA. Um valor de p <0,05
foi considerado estatisticamente significante. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software

GraphPad Prism versdo 9.0.0 (GraphPad Software Inc. San Diego, CA, EUA).
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3. Resultados
3.1. Perfil de estimulaco de Linfécitos T CD4+
Na investigagdo do perfil de células imunolégicas estimuladas com oncoproteinas do HPV, os
linfocitos e mondcitos co-cultivados in vitro juntamente com células tumorais de pulméo (A549) transfectadas
com vetor que expressam os genes E5, E6 e E7 do HPV16, demonstraram um aumento dos linf6citos T CD4+
frente ao estimulo com as oncoproteinas em comparacdo com os linfécitos sozinhos e com os linfocitos co-
cultivados com a célula tumoral sem a presenca dos genes virais (p valor < 0,0001) (Figura 1A). No entanto,
ao analisar o perfil do linfocito supressor Treg, este diminuiu consideravelmente, principalmente quando as

ceélulas tumorais expressaram a oncoproteina E5 do HPV 16 (p valor <0,01) (Figura 1B).
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Figura 2. Perfil de estimulacéo de linfocitos T CD4+ cultivados com a linhagem celular de tumores de pulméo A549. Os
grupos experimentais foram compostos apenas por linfocitos (LYMPH), linfécitos cultivados com A549 (LYMPH+A549)
e linfdcitos cultivados com A549 transfectados com E5, E6 e E7. A — Contagem diferencial de linfocitos T CD4+. B-
Contagem diferencial do subconjunto CD25+ de linfocitos T CD4+ e seu perfil de expressao intracelular da molécula
supressora FOXP3. Os asteriscos representam a significancia estatistica (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

Barras de erro: erro padrdo entre as amostras.

3.2. Perfil de estimulacao de linfécitos T citotoxicos
Na anélise da acéo citotdxica da célula T CD8+ contra as células tumorais com e sem 0s oncogenes
ndo mostraram mudancas na contagem dessas células (Figura 2A), no entanto ha um aumento significativo da
enzima perforina dentro das células T CD8+ quando estimuladas com as células tumorais transfectadas com
E6 e E7, além de uma diminuigdo sem valor estatistico significativo de granzima dentro dos linfécitos T CD8+

co-cultivadas com E6 e E7 (Figura 2B). Resposta mais acentuada foi encontrada para os linfocitos T Natural



104

Killer (CD56+) quando cultivados com a linhagem A549 transfectadas ou ndo com os oncogenes. H4 um
aumento desses linfocitos, especialmente quando estimulados com a célula tumoral de pulmé&o contendo o gene
E5 do HPV (Figura 2C), seguido pelo aumento da capacidade de resposta citotdxica devido & maior expressdo

de perforina e granzima dentro dos linfécitos T NK estimulados com os oncogenes virais (p valor<0,001).
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Figura 3. Perfil de estimulagdo de linfécitos T citotoxico CD8+ e CD56+ cultivados com a linhagem tumoral de pulmé&o
A549. Os grupos experimentais foram compostos apenas por linfécitos (LYMPH), linfécitos cultivados com A549
(LYMPH+A549) e linfocitos cultivados com A549 transfectados com E5, E6 e E7. A- Contagem diferencial de linfocitos
T CD8+. B- Producéo intracelular de perforina e granzima dentro das células T CD8+. C- Contagem diferencial de
linfécitos T CD56+. D- Producéo intracelular de perforina e granzima dentro de linfocitos T CD56+. Os asteriscos
representam a significancia estatistica (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). Barras de erro: erro padrao entre

as amostras.

3.3. Perfil de estimulacdo de monécitos CD14+
O perfil de resposta imune induzida por mondcitos contra as células tumorais mostrou uma supressao

promovida pelas oncopreoteinas E6 e E7 (figura 3A), seguida pela diminui¢do da resposta co-estimulatoria
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pelas moléculas B7.1 e HLADR, principalmente diante a presenca dos genes E6 e E7, diferentemente da
oncoproteina E5 que aumentou o estimulo desses mondcitos (Figura 3 B e D). No entanto, ao avaliarmos B7.2
foi possivel observar um aumento dessas células na presenca das oncoproteinas do HPV16(Figura 3C). Houve

diferenca estatistica significante (p<0,05)
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Figura 4. Perfil de estimulacdo de mondcitos CD14+ cultivados com a linhagem A549 com e sem a presenga das
oncoproteinas do HPV16. Grupos experimentais: somente mondcitos (MONO), mondcitos cultivados com A549
(MONO+A549) e mondcitos cultivados com A549 transfectados com os genes E5, E6 e E7 do HPV16. A- contagem
diferencial dos mondcitos CD14+. B- Producdo da molécula de superficies co-estimuladora B7.1. C- Produgao da molécula
de superficie co-estimuladora B7.2. D- Producdo da molécula de superficie co-estimuladora HLADR. Os asteriscos
representam a significancia estatistica (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). Barras de erro: erro padrao entre
as amostras.

3.4. Citocinas intracelular produzidas por linfécitos T CD4+ contra células tumorais de pulméo
A producéo de citocinas foi investigada intracelularmente nos linfécitos T CD4+, na qual apresentou

uma decaimento na producdo de IFN, IL-17 e IL-10 na presenca das oncoproteinas do HPV16, exceto na
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producédo de IL-17 na presenca do gene E5 que aumentou significantemente (p<0,0001) (Figura 4 A, B e C).
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Figura 5. Producdo de citocinas intracelular por linfécitos T CD4+ contra contra células tumorais de pulmo na presenca
e auséncia de E5, E6 e E7 do HPV16. Grupo de estudo: linfocitos sozinhos (LYMPH), linfécitos culticados com A549
(LYMPH+Ab549), linfécitos cultivados com A549 transfectados com E5, E6 e E7. A- producéao de IFN-y por linfécitos T
CD4+. B- Producdo de IL-17 por linfécitos T CD4+. C- Producdo de IL-10 por linfocitos T CD4+. Os asteriscos
representam a significancia estatistica (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). Barras de erro: erro padrao entre

as amostras.

3.5. Citocinas intracelular produzidas por linfécitos T CD8+ contra células tumorais de pulméo
A producdo de citocinas intracelulares, como o IFN-y, IL-17 e IL-10, pelos linfocitos T CD8+
demonstraram ser mais produzidas diante os estimulos com as oncoproteinas do HPV16 em comparagdo com
os linfécitos sozinhos e os linfécitos cultivados apenas com as células tumorais sem a presenca das proteinas

do HPV (p valor <0,001) (Figura 4 A, B e C).
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Figura 6. Citocinas intracelular produzidas por linfécitos T CD8+ contra células A549 com e sem a presenca das
oncoproteinas do HPV. Grupo de estudo: linfocitos sozinhos (LY MPH), linfdcitos culticados com A549 (LY MPH+A549),
linfécitos cultivados com A549 transfectados com E5, E6 e E7. A- Producdo de IFN-y por linfécitos T CD8+. B- Producéo
de IL-17 por linfécitos T CD8+. C- Producéo de IL-10 por linfécitos T CD8+. Os asteriscos representam a significancia
estatistica (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). Barras de erro: erro padrao entre as amostras.
3.6. Citocinas intracelular produzidas por linfécitos T CD56+ contra células tumorais de pulméo

Houve uma diminuicdo significativa de INF-y produzido intracelularmente pelas células CD56+ co-
cultivadas com as células tumorais que apresentaram as oncoproteinas do HPV, principalmente as
oncoproteinas E6 e E7 (Figura 5A). Resultado semelhante foi encontrado referente a producéo de I1L-17 pelos
linfocitos T CD56+, onde as oncoproteinas virais foi responsavel pela diminui¢do da produgdo intracelular
dessa citocina (Figura 5B). Porém, ao analisar a produgdo de IL-10 dentro dessa célula imunoldgica, foi
observado um aumento estatisticamente significante (p<0,01) na producdo intracelular dessas citocinas quando

as células tumorais apresentaram as oncoproteinas E6 e E7 do HPV16 (Figura 5C)
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Figura 7. Citocinas intracelular produzidas por linfocitos T CD56+ contra células A549 com e sem a presenca das
oncoproteinas do HPV. Grupo de estudo: linfécitos sozinhos (LYMPH), linfécitos cultivados com A549 (LY MPH+A549),
linfécitos cultivados com A549 transfectados com E5, E6 e E7. A- Producdo de IFN-y por linfécitos T CD56+. B- Producéo
de IL-17 por linfécitos T CD56+. C- Produgdo de IL-10 por linfocitos T CD56+. Os asteriscos representam a significancia

estatistica (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). Barras de erro: erro padrdo entre as amostras.

3.7. Citocinas produzidas no sobrenadante de linfocitos T e células tumorais de pulméo
A citocinas produzidas pelos linfdcitos T juntamente com as células A549 e liberadas no sobrenadante
foram comparadas com os linfdcitos T cultivados com as células tumorais que expressavam as oncoproteinas
do HPV16. Os resultados demonstraram que os linfécitos cultivados com as células tumorais transfectadas
promoveram um aumento na liberacdo de todas a citocinas avaliadas neste estudo (IL-2, IL-4, IL-6, I1L-10,
TNF, IFN, IL17), havendo diferenca na liberacéo diante as diferentes oncoproteina transfectadas (Figura 7 A-

G).
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3.8. Citocinas produzidas no sobrenadante de mondcitos e células tumorais de pulméo
O resultado das culturas de mondcitos e da linhagem A549 transfectadas com as oncoproteinas do HPV16,
mostrou um aumento significante na liberacéo de citocinas, principalmente de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e TNF-a (Figura 7
A-E). Houve, também, um leve aumento significante de IFN-y no sobrenadante dos cultivos de monécitos juntamente com
as células tumorais transfectadas com E7 do HPV16 (Figura F). No entanto, ndo houve diferenga estatistica significante na

producdo de IL-17 entre os grupos avaliados (Figura G).
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4, Discussao

Nos ultimos anos a funcdo do microambiente tumoral na iniciacdo e progressdao do carcinoma
pulmonar primério tem sido mais explorado, principalmente devido a promessa na melhora do prognostico dos
pacientes, como também, no futuro desenvolvimento de novas imunoterapias [13]. Além disso, estudos
recentes tém apontado que o HPV pode desempenhar um papel nos canceres de pulméo, no entanto, pouco se
sabe ainda dessa correlacdo, principalmente se o virus pode estar modulando respostas imunes no
microambiente tumoral deste cancer [16,17]. Neste sentido, este estudo buscou avaliar o papel das principais
oncoproteinas do HPV16 em linhagem celular de adenocarcinoma de pulméo na modulagdo das principais
células imunoldgicas encontradas em um microambiente tumoral.

Nos NSCLC, a infiltracdo de células imunes sugere que o TME contribui para a carcinogénese
pulmonar e que esses tumores sdo compostos em grande parte por linfécitos T e B, bem como macréfagos,
células Natural Killer (NK) e células dendriticas [18]. Em nosso estudo, avaliamos a atividade de linfécitos T
CD4+, Treg, T CD8+ e T NK (CD56+), bem como a atividade de monécitos (CD14+) e a produgdo de citocinas
por essas células quando cultivadas juntamente com a linhagem celular A549 com e sem a presenca das
oncoproteinas do HPV16. O qual foi possivel observar que as oncoproteinas virais, produzidas pelas células
tumorais de pulmao, modularam a atividade dessas células imunes.

Atualmente, as células T CD4+ tem ganhado mais atencdo na imunoterapia contra o cancer, pois ndo
sdo somente importantes para promover a ativacdo de células T CD8+, mas também sdo capazes de matar
células tumorais diretamente ou indiretamente [19]. Analisamos o papel de células T CD4+ em linhagem
celular de adenocarcinoma de pulmé&o e observamos que houve um aumento dessas células na presenca de
células tumorais de pulmao, e uma presenca ainda maior quando o0s tumores apresentavam as oncoproteinas do
HPV16. Em estudos realizados no cancer cervical, o padrdo de infiltracdo de células T CD4+ nos tumores
cervicais € reduzido em lesbes de baixo e alto grau em relacdo ao tecido normal, e maior infiltracdo no cancer
[20]. Em geral, este aumento de células T CD4+ em cénceres positivos para HPV, esta associado com um efeito
positivo no prognostico do paciente.

Um dos subtipos das células T CD4+, séo as células T CD4+ reguladoras (Treg) que expressam oS
fatores de transcrigdo FoxP3, CD4+ e CD25+. As células Treg apresentam papel importante no processo de

carcinogénese, principalmente devido a sua fungdo imunossupressora em tumores maligno. Com isso, espera-
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se que estas células possuam uma maior infiltracdo em tecidos tumorais. No entanto, ao avaliarmos o perfil
dessas células in vitro, quando estimuladas com a linhagem de adenocarcinoma de pulméo transfectadas com
os oncogenes do HPV 16, foi observado uma diminuigéo das células Treg na presenca das oncoproteinas virais,
principalmente quando o gene E5 do HPV 16 foi expresso nas células de cancer de pulmé&o. Estes resultados
sugerem que as oncoproteinas virais podem regular negativamente as células Treg, diferentemente do que
geralmente ocorre em canceres associados ao HPV, que sdo encontrados mais expressos nos canceres cervicais,
0 qual atuam nos mecanismos de evasdo imune [20,21].

Além dos linfécitos T CD4+, investigamos, também, as células T citotoxicas CD8+ e CD56+ e sua
atividade citotdxica em linhagem celular de tumor de pulméo transfectadas com as oncoproteinas E5, E6 e E7
do HPV. Estas células imunes adaptativas sdo capazes de se infiltrar em lesGes e eliminar células infectadas
por virus [20]. Quanto as células T CD8+, seu aumento nos canceres associados ao HPV, estdo correlacionados
com o melhor progndstico do paciente, como visto em estudos realizados em cancer de cabeca e pescocgo [22].
Em nosso estudo, também houve um aumento das células T CD8+ nas células tumorais de adenocarcinoma de
pulmdo que apresentavam as oncoproteinas virais, destacando-se a oncoproteina E5 do HPV 16, no entanto
ndo houve significancia estastistica. Esses resultados foram similares para as células T CD56+, porém houve
diferenga estatistica significante entre os grupos de células A549 que expressavam a oncoproteina E5 em
comparacao com as células tumorais sem a presenca do HPV.

Nossos resultados referentes as células T NK (CD56+), corroboram com estudos realizados em cancer
de orofaringe, onde houve um aumento dessas células em pacientes que apresentavam tumores de orofaringe
HPV+, o qual, também, foi associado a uma melhor sobrevida desses pacientes, demonstrando o efeito anti-
cancer dessas células no microambiente de tumores infectados pelo HPV [23,24]. Além disso também se
observou uma maior atividade citotoxicas dessas células, através da producao de granzima B principalmente
nos tumores associados ao HPV, o que pode contribuir para um estado favoravel desses pacientes [24].

A granzima B e a perforina sdo importantes enzimas liberadas por células citotoxicas, como as células
T CD8+ e células NK T. essas enzimas sao responsaveis por montar uma resposta imune contra o cancer. A
interacdo entre essas duas enzimas fornece uma fungdo citolitica efetiva, pois a perforina ajuda a criar canais
através da membrana permitindo que a granzima B entre na célula alvo. A resisténcia ao ataque dessas células
citotdxicas por mecanismos de evasdo imune é essencial para a sobrevivéncia e proliferagdo do cancer de
pulmdo [25]. A atividade citotoxica dessas células foi observada in vitro em nosso estudo, no qual as células

presentes no PBMC de pacientes saudaveis foram co-cultivadas com células de cancer de pulméo transfectadas
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com os genes do HPV 16. Nossos resultados demonstraram um alta atividade citotéxica tanto nas células T
CD8+ quanto nas células T CD56+ quando associadas a presenca das oncoproteinas virais, demonstrando uma
maior producgdo de perforina principalmente nas células T CD56+ e, um aumento de granzima nas células T
CD8+ quando os oncogenes foram expressos pelas células tumorais. Estes resultados sugerem que a presenca
do HPV no céancer de pulmao, do tipo adenocarcinoma, exerce uma funcao anti-cancer, devido a uma maior
atividade citolitica de CD8+ e CD56+.

A producdo de citocinas também possui um papel importante na atividade citotoxica desses linfécitos.
Neste sentido, avaliamos a producdo de IFN, IL-10 e IL17 pelas células T CD4+, T CD8+ e T CD56+. O IFN
é regulado negativamente quando associado ao HPV, devido a sua capacidade do HPV ativar a evasdo imune
principalmente na presenca das oncoproteinas E6 e E7 [26], achados este que foi observado também em nosso
estudo realizado em células tumorais de pulméo, onde a expressdo de interferon foi reduzida nas células T
CD4+ e T CD56+ ,incubadas com as células tumorais de pulmdo que expressavam E6 e E7. No entanto,
resultado inverso foi observado quando estas células foram cultivadas com a linhagem de cancer de pulmao
expressando o E5 do HPV16, onde houve um aumento na produgdo de IFN-y, principalmente, nas células T
CD4+. Este resultado sugere que a oncoproteina E5 pode ter uma agao anti-tumoral quando associado ao cancer
de pulmdo durante o inicio da infec¢do viral quando o virus estd no seu estado epissomal, pois o gene E5
geralmente é perdido depois da integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro [27]. Ou seja, a ativagdo do
IFN-y na presenca de E5 do HPV16, pode contribuir para um microambiente anti-tumoral, pois essa citocina
inibe a angiogénese e a proliferacdo celular, além de promover a apoptose das células cancerigenas, bem como
ativar o sistema imune adaptativo contribuindo para o processamento e apresentacdo de antigenos eficazes

[25].

A citocina IL-17 é secretada principalmente por células Th17. A fun¢&o dessa citocina no cancer ainda
ndo esta totalmente elucidada, podendo tanto promover o desenvolvimento do tumor, induzindo a angiogénese
e suprimindo as fungdes imunes, como também esta associada a respostas anti-tumorais através do
recrutamento de células imunes para o tumor e ativando as células T CD8+ [15]. Em canceres associados ao
HPV, esta citocina medeia a resposta imune que aumenta a gravidade da doenca, criando uma condigdo hiper
inflamatoria que leva ao cancer [28]. Como foi relatado por Jinsen Xue (2018), que observou em pacientes
com cancer cervical associado a infecgdo pelo HPV, que as células Th17 presente nos tumores, bem como a

citocina IL-17, apresentaram um aumento a medida que a as lesdes cervicais progredia, sugerindo que esta
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citocina pode contribuir para a progressao da doenca [29]. N6s identificamos uma diminuicéo dessa citocina
nos linfocitos T CD4+ e T NK quando co-cultivadas com a linhagem celular de cancer de pulmdo que
expressavam as oncoproteinas do HPV16, ocorrendo uma diminuicdo mais significativa quando as células
tumorais expressaram o gene E5. Este achado pode indicar que a presenca das oncoproteinas do HPV no cancer
de pulméo pode exercer uma supressdo de IL-17. No entanto, devido a acdo ambigua desta citocina nos
canceres, é preciso mais estudos para elucidar o efeito desta citocina no microambiente tumoral do pulméo
associado ao HPV.

Dentre as citocinas avaliadas nesse estudo, a IL-10 é a citocinas que mais esta associada a uma funcéo
anti-inflamatoria nos cénceres, alem de também estd associada a evasdo imune devido a sua acdo de
imunossupressdo, no entanto sua fun¢do no cancer ainda é controversa. Nos canceres cervicais associados ao
HPV, o nivel de IL-10 tendem a aumentar devido a atividade das proteinas E2, E6 e E7, enquanto que esta
citocina também estimula a expressdo de E6 e E7, criando um ciclo vicioso que pode favorecer um
microambiente imunossuprimido, facilitando a progresséo da infeccéo e do cancer [30]. Observamos resultados
similares, onde as oncoproteinas do HPV expressas nas células tumorais de cancer de pulmdo aumentou a
producéo de IL-10 por células T CD8+ e CD56+, alem de haver um aumento destas citocinas no sobrenadante
destas células tumorais transfectadas co-cultivada tanto com linfocitos como monadcitos. No entanto quando
avaliamos essa citocina dentro das células T CD4+, foi observado que as oncoproteinas virais inibiu a produgéo
de I1L-10 em comparagdo com as células tumorais de pulméo sem as proteinas do HPV, principalmente na
presenca de E6 e E7. O que sugere que esta interleucina estd sendo produzida e liberada principalmente por
linfécitos CD8+ e CD56+ em adenocarcinoma de pulmdo infectados pelo HPV. O aumento de IL-10 em
canceres de pulmé&o associados ao HPV também foi sugerido por Sung e Lee (2013), no qual sugeriram que a
secrecdo desta citocina promove a progressdo dos tumores pulmonares, impactando negativamente no
prognostico do paciente [31].

Outras citocinas foram avaliadas no sobrenadantes das células tumorais de pulmao transfectadas com
0 HPV16 e co-cultivadas com linfécitos, dentre elas IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-17. Todas as citocinas
foram encontradas em maior quantidade nas culturas de células tumorais que apresentavam as oncoproteinas
do HPV, destacando-se IL-2, IL-4, IL-6 e TNF-a com maior diferenca significativa em comparacdo com as
células tumorais de pulméo que ndo apresentavam as oncoproteinas do virus. Estas citocinas estdo associadas
com a diferenciacgao de células T CD4+ em Thl (IL-2, TNF-ae IFN-y), Th2 (IL-4 ou IL-10), Th17 (IL-17 e

IL-6) e Treg (IL-10) [14]. Nos canceres infectados pelo HPV ha uma resposta Thl e Th2 aumentada, que sao
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caracterizadas pela secrecdo de citocinas pré-tumorigénicas [32]. Como visto anteriormente, a resposta Th17
e Treg, também estdo associadas com a progressdo das lesdes cervicais associadas ao HPV [29,32,33]. Perfil
semelhantes dessas citocinas, também foram encontradas nos sobrenadantes de mondcitos cultivados
juntamente com as células cancerigenas de pulméo contendo as proteinas do HPV. Ou seja, 0 aumento dessas
citocinas secretadas tanto por linfécitos quanto por mondcitos em células de adenocarcinoma de pulmao
expressando as oncoproteinas do HPV podem estar associadas com a progresséo das células cancerigenas.

As células apresentadoras de antigenos (APCs), entre eles os macrdfagos, expressam o complexo
principal de histocompatibilidade classe | e Il (MHC | e Il) e moléculas co-estimuladoras, incluindo CD80 e
CD86 (B7.1 e B7.2, respectivamente), o qual estimula a apresentacdo de antigenos as células T [34]. Para a
avaliacdo da via de apresentacdo de antigeno por MHC classe |1, foi quantificado a expressdo do HLA-DR,
gue é um receptor de superficie celular MHC classe Il codificado pelo complexo antigeno leucocitario humano.
Além da quantificacdo da expressdo das moléculas coestimuladoras B7.

Foi demonstrado anteriormente que até 60% dos tumores de cabe¢a e pescogo evitam o
reconhecimento imunoldgico por meio da regulacdo negativa ou perda de HLA [35]. No entanto em céncer
cervicais associados ao HPV, observou-se uma expressdo constitutiva de HLA-DR em linhagem celular
MEZ180, no entanto as células T CD4+ s6 reconheceu o tumor HPV+ apds tratamento com IFN-y, sugerindo
gue esta citocina aumenta os componentes de apresentacao de antigenos [36].

Em um estudo realizado por Sato e colaboradores (2022), foi observado, também, um aumento na
expressdo das moléculas coestimulatorias B7 em cancer de pulmé&o de células ndo pequenas, além disso o status
de CD80 foi associado ao mau progndstico dos pacientes, devido a sua associagdo com o escape do ataque
imunolégico possivelmente através da sinalizacdo de CTLA-4 e/ou PD-L1 nos carcinomas de pulmao (Sato,
2022). Quanto a expressao dessas moléculas no epitélio cervical normal, foi observado a expressao de CD86,
no entanto, na presen¢a do HPV-16 houve uma diminuic¢do na expresséo de CD86 [37].

Nas células tumorais de pulmao transfectadas com E5, E6 e E7 do HPV16, observamos que houve
uma diminuicédo consideravel de mondcitos (células T CD14+) na presenca de E6 e E7, bem como houve uma
diminuicdo na expressdo de HLA-DR nessas células imunes quando co-cultivadas com células de
adenocarcinoma de pulmé&o contendo E6 e E7 do HPV16. Em contrapartida, a oncoproteina E5 foi capaz de
manter 0s mondcitos no microambiente tumoral de pulmao, aumentando também a expressdo de HLA-DR. O
gue demonstra uma diminui¢do na ativacdo da resposta imune no cancer de pulméo expressando E6 e E7 do

HPV, diferentemente da oncoproteina E5, o qual podemos sugerir que o E5 do HPV16 melhora a resposta
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imune contra os tumores. Além disso, houve um aumento das moléculas co-estimulatérias B7.1 e B7.2 na
presenca das trés oncoproteinas virais expressas por células cancerigenas pulmonar, sugerindo que pode haver
uma maior ativagdo das células T CD4+ nos tumores de pulméo associados ao HPV, no entanto mais estudos
sdo necessarios no intuito de avaliar moléculas inibidoras imunoldgicas, como CTLA-4 e PD-L1, que
interferem na ativacdo das células T.

Em resumo, neste estudo observamos que as oncoproteinas E5, E6 e E7 do HPV16 possuem a
capacidade de modular a resposta imunolégica em uma linhagem de cancer de pulm&o. Onde o virus ativou
uma resposta imune anti-carcinogénica. Em nossas analises, os resultados obtidos demonstraram que as
oncoproteinas aumentou as células T CD4+ juntamente com a producdo de IFN-y que foi ativado
principalmente por E5 nessas células. Também houve um aumento na atividade citotdxica das células CD8+ e
CD56+ na presenca das oncoproteinas virais, assim como uma diminui¢do das células Treg e de mondcitos
com baixa expressdo de HLA-DR. Estes resultados podem estar associados a um bom prognostico do paciente,
principalmente na fase inicial da infecco viral quando ha um aumento da expressdo da oncoproteina E5 do
HPV [27], o qual foi vista como uma das principais proteinas virais que mais ativou uma resposta imune contra
o tumor de pulmdo. Corroborando com recentes estudos, que demonstraram que o HPV esta relacionado a
melhora na taxa de sobrevida nos pacientes com canceres de pulmao [6,38,39].

5. Concluséo

Por fim, este estudo avaliou o perfil de respostas de linfécitos e mondcitos no microambiente de um
dos tumores de pulmdo com maior prevaléncia associado ao HPV 16, trazendo novas informagdes,
principalmente sobre a oncoproteina E5 do HPV, que auxiliard na compreensdo deste agente infeccioso em um
cancer ndo ano-genital, podendo ajudar no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no combate aos
canceres de pulméo infectados pelo HPV. No entanto, mais estudos sdo necessarios para entender melhor os
mecanismos desse virus em outros tipos de cancer de pulméo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo avaliou o papel das proteinas do HPV16 no funcionamento de fatores
de transcricdo associados a carcinogénese pulmonar, bem como na atividade de
células imunes na presenca de células tumorais de pulmao que expressavam as
oncoproteinas virais. Foi possivel observar a expressdao de ao menos uma das
proteinas do HPV (E2, E5, E6 e E7), em 66,7% dos tumores de pulmao. Houve
uma superexpressao das oncoproteinas virais, principalmente E5 e E7 nas
amostras de cancer de pulmao. Foi observado uma correlacdo negativa entre E2 e
E6, sugerindo uma possivel integracdo viral, ja que a expressdo de E2 foi
diminuida. Nas amostras de tumores de pulméo foi observada uma maior resposta
de Th1(STAT4 e JAK2), Th17 (STAT3) e Th22 (FOX0O4). No experimento in vitro,
foi observado uma maior resposta Thl e Thl7 associada a expressédo de E5 do
HPV16, e uma resposta Th2 e Treg associada a expressao de E7 do HPV16. Houve
um aumento da célula T CD4+, bem como da atividade citotoxica das células CD8+
e CD56+, além de uma diminui¢do das células Treg, na linhagem A549 infectadas
pelas oncoproteinas. E5 foi capaz e aumentar a producdo de mondcitos bem como
a expressdo de suas moléculas co-estimulatorias, diferentemente de E7. Estes
achados demonstram que o virus do HPV possui a capacidade de modular a
resposta imune de linfocitos e mondcitos, possivelmente através da ativacédo dos
fatores de transcricdo JAK/STAT em células tumorais de pulméo. Estudos como
estes que busquem entender a funcao da atividade do HPV no cancer de pulmao,
pode auxiliar no desenvolvimento futuro de terapias alvo, como também pode ser

utilizado no progndstico dos pacientes com cancer de pulmao.
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Purpose. Evaluate if human papillomavirus (HFV) infection in lung cancer patients might be hdping cancer develpment by
altering pli, p2l, and PCMA, key human genes invalved in ll proliferation and tumor develipment. Methods. 63 fresh-
fromen (FF) and formalin-fized parifin-embeddeal (FFPE) samples from hung tumor patients were used in detedt HFV by POR,
fllywed by genotype through sequendng. The host gene expressions of p21, pl6, and PCHA were quantifiad by qPCR in both
FF and FFPE samples, and the expression of virl oncogenss ES, Ef, and E7 was ako measured by qPCR in 19 FF samples.
Resulfs. 746% of mmples were positive for HPV, 33/44 FFPE samples and 1419 FF mmples. HFV-16 and HFV-1§ were
detected in 3153 and 7733 FFPE, respedively, and HFY -16 was the anly type in FF samples. ES, B6, and E7 were expressed in
10719, 219, and 419 FF mmples, respectively. The pléi RMNAmM sxpression was higher in FF HFV+ samples and FFPE+FF
HFV+ samples, while p2 1 showed higher sxpression in all HFV- samples. In tum, the POCNA expression was higher in HFV+
FF samples; however, in FFFE and FFPE+FF mmpe, PCNA was higher in HFV - samples. In FF samples, PCNA, pl6, ad
P2l showed a significant positive @rrdation as well as ES and E7, and ES was invensdy comelated to p2L In FFPE, aka, a
positive comelation was obseved hetween PONA HFV+ and p2l HPV+ and POCNA HFV+ and plé HPV. In FR+-FFFE
analysis, a diredt comelation was fnmd betwen POCMA HFV + and p21 HFV +, p21 HFV+ md plé HFV+, and FCNA HFV-
and plé HFV -, and an imverse ammelgion hetwesn POCMA HFV+ and plé HFV+. Ala, the plé protein was positive in 10
HFV+ smamples and 1 HFV-. Comchesiors, Our data show that ling ancer patients fmom WNortheast Brazil have a high
prealene of HFW, and the vims also expresses its oncogenes and commebites with key human genes invohbval in tumor
development. This data could instigate the development of studies fowmed on preventive strategies, such as vacdnation, wal
23 2 pragnostic indicator andfor individuatized therapy.

1. Introduction

The relationship between the human papillomavines (HPV)
infection and cervical tumor development is well known
However, other types of tumors have been asociated with
the activity of HPV [1, 2] One of these possible HPV-
related cancers is lung cancer; however, the presence and
activity of the virus remain controversial [3-5].

This virus can disrupt several cell pathways theough the
work of Bs and EF oncoproteins, and ane of the paths & the
cell cycle, which leads to cell proliferation and stops of cell
differentiation through changes in the expression of p53
and pRb proteins, and these functions were already con-
firmed in lung infected cells [8].

Since HPYV requires the host cell DNA  replication
msac hinery for its progeny production, the virus must ensure
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da presenca oo Paphomewiius Aumand & poimormsmos M packenies com cancer de
pUIMSCT, Gue 86t 500 3 responsabilidace da pesquisadon (Camina Mans Mesios
do Amaral, Fua Maria Jaboatdo, 70 Apt T4 - Varzea, Reghe -
PE_ 85581 24 camninamed3ggmail.com. br. Tambem participam oesta pesquisa o5
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S50eTET1; Mara Tereza Caraxn Muniz — 98056502, Jacinio da Cosla Sihva Nedo —
ST2EES09 2 esta sob & onlentagdo da:

Apts sar esclarecito [3) sobre 35 Informagdies 3 saguir, no caso de aceltar 3 fazer
parte do estudo, rubrigue 3 folnas @ assine a0 Mnal deste documento, que &sta em
duas vias. Uma delas & su3 @ 3 oulra & do pesquisador responsdvel. Em caso de
Fecusa 0 (3) 57.3) ndo serd penailzadd (3) de forma Sguma.

INFORMACOES SOBRE A PESOUISA

Es estudo val avallar 52 o Papliomavinus humang est3 presente no sangue & no
pulmdn para ldentifear s2 esie vins estd envolvioo no Sesenvolvimenta do cancer de
pulmdo & ajudard no desenwoivimenta de medidas para prevenir € tratar sste tpo de
CANCET.

Soardo coletadas Informagdes (atraves o quesionarka) soore seus haoios de vida,
ram“mmnaalmpehWMeqMMEmanmm
do cancer de puimad. Alem diss0, SeT30 COEE00s Smi e BEU EINgUE & CAED WD
necessite Tazer crurgla [por cndem o 58U madicn), voos serd Incluido (3) no grupa de
CRE0S5 & 58rd coletada uma amostra do tumor para analiss.

Em relaf@o ads rscos em pariclpar desta pesquisa, wocd podera se sentir
constrangido (a) em responder 30 questionark sobre seus habiins de vida. Guando for
coietado 0 sangue, vood podera sentlr um desconfonio, como andor durante A pleada
com aguina e tambem podsrd aparecer um Nematoma no local onoe fol fela a coleta
(mancha azulada gue desaparscs = polcos dias, geraiments ndo hd complicagies)
& coieta da amosTa do lumir s2ra fefla quando vocg e suDmeler 3 drugla para
tratamento da doenga. O rsco nlo a5t relacionado 3@ este projeto de pesquisa.

Como benefidos direbos em participar deste estdo, sara possivel aumdliar seu medico
ro dlagnisdco preventivo do cancer de pulm@o, quando Idenificado a presenca e o6
fpas de vinis nas amosiras esudadas Como Densficlos Indinetos, sera posshe
Iteniflcar outros tatores que CIUSAM O cancar ge pUIM3o 3kSm 9o usD de ChOaoeE;
deservolvimento de medidas que diminuem o risco & que tratemn este 2po de canger.

Zua paricipacio nesta pesguisa t=rd valldade de 5 anos. Voo tem 3 loerdade de
refirar o consenimenta 3 qualqusr momenin s2m nenhum cusio ou dano. Todos oS
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dadas referenies 3 presenie pesquisa s2rio amazenados no laborattno de Esiudos
Mpleculares e Terapla Exqperimental do Ceniro de Cléncas Bloltgleas da Universidade
Federal de Pemambuco, Com 3cess50 resiiio aos pesquisadores, durante o peripdo de
vigincla do projelo {cnco anos). Os dados & amostas oblidos serSo ullizados
eCiUEvaEMENte para 3 realizagdo desie projsto @ estardo 500 & responsabiidade da
pesquisatiora princpal, Caroling Mana Medsios do Amaral.

Em caso de dividas reaconadas 305 aspesis éficos deste estudo, VOCE poders
consultar o Comite de Efca em Pesquisa Ervoivendo Seres Humanos da UFPE no
enderagoc  (Avenida da Engennaria &N — 1° Andar, sala 4 - Chdade Unhersitana,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel- (81) 2126.8538 —emall: cepecsulpa.br).

{assinatura do pesguisador)
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAD DA PESSOA COMO SUUEITD

Eu, ., RGI CPF
aoalen 3ssinado, concordd em partisipar do estudo .
como  voluntano (3). Ful devidamente Informado (3@) E escarecdoE) peina)
pesquisadon [3) s0bfe 3 pesquisa, os procedimenios nela ervolddos, SssIm Mo o6
poGsivels risess & beneficles decomentes de minha particlpagdo. Fol-me garantido que
posE0 redrar meu consenimentn 3 quaiquesr Momenta, Sem gue ISD leve 3 qualguer
penaldade ou Intemupgao de meu acompanhamento/assisdncalratamentn.

Local e data Home & AsshaluE do particdpants ou responsdvel
Presenclamas a3 solcifagio de  consemtimento,
esCaredmeniog E00e @ pesqulsa & acaits do sulelto em pariclpar.

02 testemuninas (n3o igadas 3 equipe de pesquisadores);

Mome: Wome:

Azsinatura: Asgnatura;
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