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Resumo

A infeccdo por HPV tem se tornado uma das infecgdes sexualmente transmissiveis mais
prevalentes no mundo, sendo a causa primdria do cancer cervical. O processo
inflamatorio cervical causado pelo HPV e subsequente desenvolvimento de lesdes pre-
malignas sdo induzidas direta ou indiretamente por um sistema complexo de intera¢do
entre oncogenes e fatores do hospedeiro, secretados por queratinocitos, células imunes e
matriz extracelular (MEC). O desenvolvimento e modelamento da MEC pode ser
regulado através da expressao de metaloproteinases (MMP), que tem sido associada a
diversos tipos de tumores. Assim, no presente trabalho objetivamos identificar e
associar as expressdoes de MMP -2, -7 e -9 e seus moduladores TIMP-2, EphA2,
EfrinaAl e TNF-o em lesoes de colo uterino. Para isto, incluimos 30 mulheres com
idades entre 24 e 57 anos. Destas, 15 apresentaram lesdes de colo uterino de alto grau
(HSIL) e 15 eram mulheres histerectomizadas sem lesdes associadas a infec¢do pelo
HPV. Avaliamos a expressao das MMPs por imunohistoquimica no epitélio e estroma
das amostras incluidas. Observamos um aumento de todas as MMPs e seus moduladores
no estroma das lesdes do grupo com HSIL comparados com o grupo controle,
principalmente MMP-2, -9 e EphA2, reforcando papéis no processo de degradagdo e
invasdo. Desta forma, concluimos que MMP-2, MMP-9 e EphA2 possuem papel no
desenvolvimento de lesdes de alto grau. Além do trabalho in vivo, nosso estudo buscou
avaliar o papel in vitro da citocina pré-inflamatréria TNF-a na modulacao da expressao
das MMPs e seus moduladores em linhagens cervicais de queratindcitos infectados
(HeLa) ou nao (C33A) por HPV. Para tanto, avaliamos a expressdo de RNAm destes
marcadores por PCR em tempo real (qPCR). Observamos um aumento da expressao do
RNAm destes marcadores, exceto MMP-9 e EphA2, em HeLa quando relacionados com
a expressao em C33A, sugerindo que a presenga do HPV de alto risco em Hela possa
estar influenciando na expressdo génica destes marcadores. Diante disto, concluimos
que TNF-a possui papel modulador na expressio de RNAm das MMPs e seus
moduladores, exceto EphA2, exclusivamente em linhagens de queratindcitos infectados

pelo HPV.

Palavras-chave: HPV, TNF-a, metaloproteinases de matriz, lesdes cervicais
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Abstract

HPYV infection has become one of the most prevalent sexually transmitted infections in
the world, being the primary cause of cervical cancer. The HPV cervical inflammatory
process and subsequent pre-malignant lesions development are induced directly or
indirectly by a complex system of interaction between oncogenes and host factors,
secreted by keratinocytes, immune cells and extracellular matrix (ECM). The ECM
development and modeling can be regulated through the expression of
metalloproteinases (MMP), which has been associated with several types of tumors.
Thus, in the present work we aimed to identify and associate the MMP-2, -7 and -9 and
their modulators TIMP-2, EphA2, EfrinaAl and TNF-a expressions in cervical lesions.
For this, we included 30 volunteers between the ages of 24 and 57 years. Of these, 15
presented with high grade cervical lesions (HSIL) and 15 were hysterectomized
volunteers without HPV-associated lesions. We evaluated the MMPs expression by
immunohistochemistry in the epithelium and stroma of the included samples. We
observed an increase in all MMPs and their modulators in the stromal lesions of the
HSIL group compared to the control group, mainly MMP-2, -9 and EphA2, reinforcing
roles in the degradation and invasion process. In this way, we concluded that MMP-2,
MMP-9 and EphA2 play a role in the outcome of high-grade lesions. In addition to in
vivo work, our study aimed to evaluate the in vitro role of the proinflammatory cytokine
TNF-o in modulating the MMPs expression and their modulators in cervical
keratinocytes lineages infected (HeLa) or not (C33A) by HPV. For this, we evaluated
the mRNA expression of these markers by real-time PCR (qPCR). We observed
increased mRNA expression of these markers except MMP-9 and EphA2 in HeLLa when
related to C33A expression, suggesting that the presence of high-risk HPV in HeLa may
be influencing the gene expression of these markers. We concluded that TNF-a
modulated MMPs mRNA expression and its modulators, excepted by EphA2, only in
HPYV infected keratinocytes.

Key words: HPV, TNF-a, matrix metalloproteinase, cervical lesions
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a prevaléncia da infeccdo pelo Papilomavirus Humano
(HPV) aumentou constantemente, se tornando uma das infec¢des sexualmente
transmissiveis mais prevalentes no mundo, envolvendo tanto a populagdo feminina
como também a masculina, embora a prevaléncia seja maior em mulheres jovens e
sexualmente ativas, sendo a causa primaria do cancer cervical (CC) (1) e se tornando o
quarto cancer mais comum entre mulheres em todo mundo (2).

Atualmente s3o conhecidos mais de 200 gendtipos diferentes de HPV, onde 40
afetam o epitélio escamoso do trato anogenital e 15 s3o considerados oncogénicos. A
infeccdo persistente pelos tipos oncogénicos deste virus € o principal fator para o
desenvolvimento do CC. Além disso, estes virus sdo classificados em duas categorias de
acordo com seu potencial oncogénico, como baixo risco, sendo os subtipos HPV6 e 11
os mais comuns, causando verrugas genitais/condilomas sem tendéncias de evolugdo
para lesdes malignas (3); e alto risco onde encontramos os subtipos HPV 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59 afetando o trato anogenital. Os subtipos HPV16 e 18 sdo
os mais associados com o desenvolvimento do céncer, a partir da transformagdo das
células normais em células oncogénicas sendo responsaveis por mais de 70% dos
canceres cervicais (4).

A infeccdo por HPV, embora muito frequente, ¢ assintomatica, latente e
subclinica, e estudos ja demonstraram uma elevada prevaléncia da presenca de DNA-
HPV em aproximadamente 11% de mulheres que apresentam citologia normal (5,6),
destacando a importancia das estratégias de rastreamento e controle do desenvolvimento

do cancer cervical.
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Ao longo da historia, a terminologia das lesdes escamosas associadas ao HPV
que auxiliam o diagnoéstico, sofreu mudangas, e frequentemente nao considera o
conhecimento atual da biologia e patogénese do virus, dificultando a comunicacao entre
especialistas como patologistas, clinicos e pesquisadores. Atualmente, um sistema de
nomenclatura histologica faz uso de biomarcadores que facilita essa comunicacao entre
os profissionais ¢ melhoram a acuracia do diagnostico (7). Neste contexto, para o
diagnostico diferencial de lesdes pré-cancer (Neoplasia Intraepitelial Cervical — NIC — 2
e 3) e lesdes que mimetizam pré-cancer (como metaplasias), ¢ utilizado a marcagdo de
pl6, uma proteina supressora de tumor, como um biomarcador. Resultados positivos
com uma expressao forte e difusa de pl6 ¢ indicativo de lesdo pré-cancerigena;
consequentemente, coloracdo negativa indica lesdo de baixo grau (NIC 1) (7). Isso
demonstra a importancia da utilizagdo de biomarcadores com valor prognodstico para o
desenvolvimento do cancer. Da mesma forma, polimorfismos em genes relacionados a
morte e ciclo celular (Bax, Bcl2 e p53), assim como relacionados a inflamagao (TNF-a
e seus receptores TNFR1 e 2) também sdao utilizados como biomarcadores de
progressao de lesdes para o cancer cervical, como ja visto em nossos estudos prévios
(artigos em anexo) (8,9).

Nos ultimos anos, um dos fatores de progndstico que tem gerado interesse ¢ o
aumento da expressdao de metaloproteinases (MMPs) em tecidos tumorais. A alteragao
morfologica que caracteriza a transformac¢do de uma NIC para um carcinoma invasivo ¢
a ruptura focal e a descontinuidade da membrana basal, levando a um crescimento
invasivo dependente da produgdo e distribuicao alterada dessas MMPs (10). Contudo,
varios mecanismos estdo envolvidos na regulacdo da expressao das MMPs e, além
disso, essas enzimas estdo envolvidas na regulacdo de fatores de crescimento e seus

receptores, tais como citocinas, quimiocinas, receptores de adesdo e proteoglicanas de
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superficie celular, além de uma variedade de outras enzimas (11). Nosso grupo vem
estudando fatores imunolégicos relacionados a carcinogénese (12) e, com este estudo,
poderemos avaliar os mecanismos envolvidos na inflamacao e o papel das MMPs como
indutoras da carcinogénese cervical. Desta forma, nossa hipotese ¢ que citocinas pro-
inflamatoérias, como o TNF-a, induzem o aumento da expressao das MMPs, nas lesoes
de alto grau comparadas ao colo do utero normal, e contribuem para a carcinogénese

cervical durante a infec¢ao pelo HPV.
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2. MARCO TEORICO

2.1. O PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

O HPV ¢é um virus ndo-envelopado, pertencente a familia Papilomaviridae, formado por
um capsideo icosaédrico consistindo de 72 capsémeros, com DNA de dupla-fita, circular e com
aproximadamente 8 mil pares de bases. O genoma do HPV ¢ dividido em duas regides, uma
reguladora (LCR - Long Control Region) e a outra codificadora (ORF - Open Reading Frames).
A regido reguladora ¢ caracterizada pela origem de replicagdo das particulas virais e pela
transcrigdo. Ja a regido codificadora ¢ ainda dividida em outras duas regides, a precoce,
conhecida como regido E (do inglés, early) e a tardia, conhecida como regido L (do inglés, late)
(13). A regido E contém cerca de seis genes, E1, E2, E4, ES, E6 ¢ E7, sendo El e E2 atuando
como fatores de replicacdo do DNA viral, transcri¢do e transformagdo da célula, e nos HPVs
oncogénicos, as proteinas E4, ES, E6 ¢ E7 modulam o ambiente para facilitar a replica¢do viral
e evasdo imune. A regido L contém dois genes, os quais codificam proteinas do capsideo viral, a
L1eal2(14,15).

Na década de 70, o HPV foi associado ao desenvolvimento de tumores cervicais € a
partir dai renovou-se o interesse por este virus, devido a evidéncias de uma provavel relacdo
com o cancer genital feminino, em especial do colo uterino (16), sendo conhecido atualmente
como a principal causa de cancer no colo uterino.

O HPV possui tropismo pelo tecido epitelial, mas os diferentes tipos do HPV infectam
regides especificas. Alguns sdo mais prevalentes em lesdes cutdneas enquanto outros sdo mais
prevalentes em mucosas, especificamente do trato genital (17). Cerca de 30% das mulheres
jovens se infectam com algum tipo de HPV oncogénico dentro de 24 meses apds sua primeira
relacdo sexual (18). Essas infecgdes podem resultar em anormalidades cervicais leves, porém,

90% delas se curam espontaneamente sem desenvolver sintomas dentro de 2 anos, em média,
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podendo o virus ser erradicado ou diminuido a um nivel indetectavel. O aparecimento de
evidéncias clinicas é conseqiiéncia do desenvolvimento de lesdes de baixo ou alto grau,
podendo se tornar uma infec¢do persistente com subtipos de HPV de alto risco (18,19). A
terminologia Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), utilizada nas lesdes cervicais, indica uma
ampla gama de atipia celular limitada ao epitélio, podendo ser classificadas em diferentes
niveis: NIC 1 (displasia leve), NIC 2 (displasia moderada) e NIC 3 (displasia grave e Carcinoma
In Situ) com alta expressdo das oncoproteinas E6 e E7 (20). Contudo, a classificagdo de
Bethesda (1988, revisada em 1991 e 2001) reavaliou o comportamento das lesdes, sendo criado
o termo Lesdo Intraepitelial Escamosa (SIL, do inglés Squamous Intraepithelial Lesion). Este
sistema subdividiu as células epiteliais anormais em: AGC (células glandulares atipicas),
ASCUS (células escamosas atipicas de significado indeterminado); LSIL (lesdes intraepiteliais
escamosas de baixo grau) incluindo alteracdes condilomatosas (HPV) e NIC 1; HSIL (lesdes
intraepiteliais escamosas de alto grau) incluindo NIC 2 e 3 e carcinoma in situ; adenocarcinoma
e carcinoma de células escamosas (21).

A progressdao de uma lesdo de NIC 1 para uma NIC 2/3 e para CC ¢ rara, podendo

ocorrer em dois anos ou até mesmo levar décadas (22).

Neoplasia Intraepitelial Cervical
Normal Infecdo por HFV ~ NIC 1 NIC 2 NIC3  Céncer invasivo
|_|_| [! T i

@ DMNA extracromossomal, expressio dos genes tardios
' DMNA viral mtegrado, alta expressio de EGET

Figura 1: Progressdo oncogénica da lesdo cervical (Adaptado de McBride, 2017)
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2.1.1 Infeccio e ciclo replicativo do HPV

O HPV replica-se exclusivamente nas células epiteliais ¢ é fortemente associado ao
programa de diferenciacdo celular. A infec¢do ocorre quando o virus penetra, através de
microtraumas, na camada mais basal do epitélio escamoso estratificado, onde se encontram os
queratinocitos, que sdo células indiferenciadas ¢ possuem alta atividade mitotica. Uma vez no
interior dos queratinodcitos, as proteinas do capsideo viral se desintegram e entdo o material
genético do virus fica retido em episomas, no interior do nticleo, o que é caracterizado pelo
baixo niimero de copias virais (23). A replicacdo do material genético do HPV ocorre durante o
processo de diferenciagdo destas células, liberando as particulas virais no momento da
descamacgdo. A sintese de proteinas virais ocorre nos queratinocitos das camadas supra-basais,
enquanto que a formacdo dos virions ocorre nas camadas mais superficiais, portanto, somente
esses tipos celulares sdo capazes de sustentar a replicagdo do episoma viral (24). Essa estratégia
de infectar células auto-renovaveis e restringir os altos niveis de proteinas virais para a camada
superficial da lesdo permite sua persisténcia ¢ fuga da vigilancia imune. O ciclo celular pode
durar até trés semanas, pois este ¢ o periodo para a completa diferenciacdo do queratindcito e
sua escamacao (3,15).

Para a replicacdo do genoma viral é necessaria uma proteina iniciadora, a El, que
interage com diversos fatores de replicagdo do hospedeiro, e uma proteina viral multifuncional,
a E2, cuja expressdo esta associada com a regulagdo da expressdo de E6 ¢ E7 (25). A
transformagao maligna dos queratinocitos envolve a integragdo do genoma do HPV no genoma
da célula hospedeira. Quando ocorre essa integracdo, a proteina E2 ¢ rompida causando a
interrupgdo da sintese de proteinas virais. Consequentemente, os genes que codificam E6 ¢ E7
deixam de ser inibidos pela E2 e passam a ser expressos em maior quantidade, aumentando a
concentracdo de proteinas E6 ¢ E7 no citoplasma e no nucleo. A expressdo dessas impede o

término da diferenciacdo dos queratindcitos infectados, mantendo a célula em um estado
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proliferativo necessdria para a sintese de DNA, contribuindo assim com o processo de
imortalizacdo celular. Originalmente, a E2 nf3o possui atividade transformante, porém, ¢
fundamental na imortalizacdo de queratindcitos infectados com HPVs de alto risco (26,27).
Finalmente, ocorre o empacotamento do genoma viral ¢ a formac¢do das particulas virais
(virions) através da agdo das proteinas L1 e L2 do capsideo viral e liberadas por meio da

descamagdo natural dos queratindcitos (28).

Normal Infecgdo por HPV

Empacotamento do genoma viral e
liberagdo dos virions

Amplificagio do genoma wiral
Expressdo dos genes tardios

Expressdo dos genes precoces E1,E2, E6 e E7

Figura 2: Replica¢do do HPV no epitélio cervical (Adaptado de McBride, 2017)

Algumas oncoproteinas do HPV de alto risco sdo capazes de reativar a sintese de DNA
em células fora do ciclo celular, retardar a diferenciagdo e inibir a apoptose, favorecendo assim
a replicagdo do virus. Estudos indicam que as oncoproteinas E6 ¢ E7 do HPV de alto risco
possuem importante papel neste processo, por serem produzidas na fase inicial da infeccdo (3).

Durante o ciclo celular, a célula sofre algumas interrup¢cdes em momentos especificos
(GO/G1, G1/S e G2/Mitose) para verificagdo de possiveis mutagdes no DNA e seu reparo,
quando necessario. A proteina supressora de tumor p53 estd intimamente envolvida neste
processo, transcrevendo genes de reparo ¢ checando se ha algum dano no DNA. Em células que
nao se encontram em divisdo, a p53 ¢ mantida em um estado estacionario. Alguns fatores como

lesdo no DNA e expressdo de oncogenes levam a desregulacdo da proliferacdo induzindo a
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acumulagdo de p53 (29), o que pode resultar em uma ativagdo de vias moleculares que
conduzem a parada do ciclo celular, apoptose ou senescéncia (30).

Alguns oncovirus possuem como estratégia a degradagdo da p53 (31), como por
exemplo, a oncoproteina E6 de HPV de alto risco, que se liga ¢ inibe a p53 através de complexo
E6-AP (32), possuindo, assim, efeito anti-apoptotico. Uma vez a p53 inativada por essa
oncoproteina, ndo ha mais o reparo de células alteradas/danificadas durante o ciclo celular, e
assim, a célula permanece no ciclo, passando os danos as células-filhas colaborando com a
transformagdo maligna e desenvolvimento de cancer (33). Além de inibir a apoptose via p53, a
E6, como mencionado anteriormente, pode se ligar a regido terminal do receptor de TNF (TNF-
R1), inibindo a ligagdo com TNF-a e a formagdo do complexo funcional de sinalizacdo para
morte celular, resultando, entdo, em um bloqueio de sinais apoptéticos em queratinocitos
infectados, facilitando a replicagdo viral e formacdo de lesdes associadas a oncogenicidade do
HPYV (34). A oncoproteina E7 tem como primeiro alvo a proteina supressora de tumor, chamada
retinoblastoma (pRb), que possui um importante papel no ciclo celular, pois se une ao fator de
transcricdo E2F, impedindo assim a replicacdo do DNA celular continuamente. A E7 inibe a
pRb, e com isso, ha a libera¢do do E2F, ocasionando entdo a replicagdo celular. De fato, tanto a
pS3 como a pRb sdo proteinas supressores de tumor, e sua desestabilizagdo através de
degradagdo ou inativagdo, levam a uma instabilidade genética favorecendo o aumento

exacerbado do numero de células e inibigdo da apoptose (19).

2.1.2. Evasao Imune

As lesdes cervicais podem, em sua maioria, regredir espontaneamente. Para que ocorra
o desenvolvimento do céancer cervical, ¢ necessario, porém ndo suficiente, que haja uma

infeccdo persistente por um tipo de HPV de alto risco/oncogénico. Contudo, existem alguns
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fatores que podem contribuir para o processo de transformagdo maligna dessas lesdes, como:
fatores virais (tipos especificos, coinfec¢do com outros tipos de HPV, carga viral ¢ integragdo
viral), comportamentais (uso de tabaco/contraceptivos orais, numero de parceiros e inicio
precoce da vida sexual e outros) e fatores do hospedeiro (hormdnios enddgenos, fatores
genéticos e relacionados a resposta imune).

Essa relagdo das infec¢des por HPV com a oncogénese €, de acordo com a literatura,
uma consequéncia indireta da manutencdo de células infectadas em um estado proliferativo. A
integracdo do genoma viral ao DNA do hospedeiro aumenta a instabilidade gendmica e a
aquisi¢do de mudancas genéticas e epigenéticas. O tempo dessa integracdo viral esta associado
ao desenvolvimento de neoplasias de alto grau com a participagdo das oncoproteinas E6 ¢ E7
(19). Contudo, além dos fatores virais envolvidos na carcinogénese, ha descri¢ao de que fatores
do hospedeiro, como polimorfismos em alguns genes, como Bax, Bcl2, p53, TNF-0. ¢ TNFRI ¢
TNFR2, podem estar envolvidos no desenvolvimento de cancer cervical, assim como falhas da
resposta imune. No entanto, em trabalho prévio do nosso grupo, demonstramos que tanto os
polimorfismos de TNFRI+36A4/G (rs767455) quanto o de -3834/C (rs223464) ndo estdao
relacionados com o aparecimento de lesdes de colo uterino. No entanto, observamos que o
genétipo AA do TNFRI+36A4/G esta relacionado a protegdo para o surgimento de lesGes
cervicais de baixo grau (artigo em anexo).

E descrito que o HPV possui estratégias que o permite escapar de vigilancia do sistema
imune do hospedeiro. Uma delas é o fato da replicacdo e produgdo de novas particulas virais
ocorrerem em células ja destinadas a descamacgédo, consequentemente ndo ocorrendo a formagéo
de um ambiente pro-inflamatério e sem sinais de perigos que alertem o sistema imune.
Oncoproteinas de tipos de HPV de alto risco podem estar associadas a esses mecanismos de
evasdo. Foi descrito na literatura que as oncoproteinas E6 ¢ E7 podem inibir o efeito
imunoregulatorio do IFN-y reduzindo a expressdo desta citocina e interferindo nas suas vias de
sinalizagdo. A E6 interage com o fator regulatorio de interferon-3 (IRF-3) e inibe sua

habilidade de ativacao transcricional e, portanto, bloqueia a expressao de IFN-f, enquanto que a
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E7 inibe IRF-1 e a formagao do ISGF-3 (35,36). Além disso, foi também descrito que a ES
interfere com a apresentacdo de antigeno mediada por MHC de classe I através da desregulagdo
da acidificagdo endossdmica e desregulacio do trafico dessa molécula, prevenindo o
reconhecimento imune (37).

Algumas evidéncias sugerem que essas oncoproteinas também inibem a expressdo de
moléculas de sinalizagdo capazes de reconhecer o HPV. Os PAMPS (Padroes Moleculares
Associados a Patogenos) sdo padrdoes moleculares de reconhecimento de componentes
bacterianos e virais e iniciam uma resposta inflamatoria o qual dirigem a mecanismos efetores
adaptativos ou inatos para eliminar a infec¢do. Essas moléculas incluem os receptores tipo Toll
(TLR - Toll-Like Receptors) (24). Foi visto que a transcricdo do gene TLR-9 em células
epiteliais primarias in vitro possuem sua regulagdo diminuida pela E6 ¢ E7 do HPV16 (38).

A maioria das infec¢des por HPV e grande proporcdo das lesdes neoplasicas causadas
por este virus sdo eliminadas por uma resposta imune efetiva em um curto periodo de tempo.
Entretanto, além dos mecanismos de evasdo do sistema imune exercido pelo HPV, falhas na
eliminagdo de células infectadas podem levar a persisténcia da infecgdo, o que tem sido ligado a
um processo de inflamagdo cronica e, portanto, aumentando o risco de desenvolvimento de

neoplasias e cancer cervical.

2.1.3. Epidemiologia do HPV e Céncer Cervical

O HPV ¢ encontrado facilmente em verrugas e displasias anogenitais, sendo na maioria
dos casos sob a forma subclinica. S3o categorizados como “baixo risco” e “alto risco” de acordo
com seu potencial de causar lesdes benignas, pré-cancerosas ou cancerosas (39). Considerando
as diferengas regionais, a prevaléncia global de infeccdo pelo HPV ¢ estimada em 11,7%, onde a

maior prevaléncia é na Africa e na Oceania. O HPV 16 ainda é o tipo oncogénico mais
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freqiiente, sendo detectado em 3,2% das mulheres com citologia normal, seguido de 1,4% para o
HPV18, 0,9% para o HPV 52, 0,8% para o HPV31l ¢ 0,7% para o HPV 58, também
considerando as possiveis diferencas regionais. Existe uma alta prevaléncia dessa infeccdo em
mulheres jovens com um pico de prevaléncia em mulheres com menos de 25 anos, seguida de
um declinio em mulheres mais velhas. Este declinio é observado em populagdes da Europa e
Américas, porém, o mesmo ndo ocorre na Africa e na Asia. Contudo, um segundo pico de
deteccio do HPV foi observado em mulheres mais velhas em algumas regides da Africa
Ocidental, América Central e Sul (4,6). De acordo com o Ministério da Saude, no Brasil, ha 137
mil novos casos por ano de infeccdo por HPV  (disponivel em:
http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=816&sid=32)

Em infecgdes por HPV de alto risco, principalmente causado pelo HPV 16, a resolugéo
da infecgdo ocorre em uma faixa de 8 a 16 meses. Em contraste, em infecgdes por HPV de baixo
risco, a faixa de tempo ¢ de 4 a 8 meses (40). Sendo assim pode-se afirmar que a maioria das
infecgdes se cura espontanecamente, persistindo apenas em um pequeno numero de individuos
infectados e podendo levar ao desenvolvimento de neoplasias.

Em um estudo realizado por Ribeiro e colaboradores (2011) (41) em Goiania, foi
observado uma prevaléncia de 86% de infeccdo por HPV em esfregacgos cervicais anormais. De
76 lesdes de NIC2/3, o HPV 16 foi observado em 40 casos (52%), sendo ainda o mais prevalente
em cancer invasivo (88,8%). Infec¢des unicas e de multiplos tipos envolvendo o HPV16 foram
associadas com o diagnostico de NIC2. Outro estudo, realizado por Roteli-Martins e
colaboradores (2011) (42), buscou avaliar a prevaléncia de HPV em 3204 mulheres saudaveis
no Brasil, Canada e Estados Unidos. Pelo menos um tipo de HPV foi detectado em 26,6% das
mulheres. A prevaléncia de tipos oncogénicos foi de 21,7% (25% no Brasil, 16,9% no Canada e
19,1% nos Estados Unidos). A prevaléncia de infecg¢des pelos HPV16 e 18 foi de 24,8%. Esses
dados corroboram com os achados de Queiroz e colaboradores (2005) (43), que avaliaram a
prevaléncia da presenca do HPV em pacientes com lesdes pré-malignas e malignas na Bahia

onde foi observado que o tipo HPV16 era o mais freqiiente (30%), seguido dos tipos HPV52,
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HPVSS8, HPVS53, HPV33, HPVS51 e HPV54. Recentemente, o Ministério da Saude em conjunto
com um hospital de Porto Alegre, RS, divulgou dados preliminares do Projeto POP Brasil -
Estudo epidemiologico sobre a prevaléncia nacional de infecgdo pelo HPV. Eles incluiram no
estudo 27 cidades brasileiras, onde 2.669 participantes homens ¢ mulheres foram analisados
para tipagem do HPV. Foi observada uma prevaléncia estimada de HPV de 54,6%, sendo 38,4%
de HPV de alto risco. A populagdo foi composta por uma maioria feminina, brancos e pardos ¢ a
média de idade foi de 20,6 anos. Dentre todas as cidades incluidas, a maior € menor prevaléncia
de HPV foi em Salvador (BA) com 71,9% e Recife (PE) com 41,2%, respectivamente. O Rio de
Janeiro apresentou uma prevaléncia de 54,5% (44).

O céncer cervical é a quarta causa de cancer entre mulheres no mundo, com uma
estimativa de 528 mil novos casos e 266 mil mortes em 2012 (4). Cerca de 84% dos casos
diagnosticados ocorrem paises menos desenvolvidos, onde o cancer cervical ¢ o segundo mais
prevalente, ficando atrds apenas do cancer de mama. Nos paises mais desenvolvidos
compreende menos de 1% de todos os canceres em mulheres. A maioria dos casos de cancer
cervical e mortes (285 mil e 144 mil, respectivamente) ocorrem na Asia, seguido da Africa (99
mil casos e 60 mil mortes) e as Américas (83 mil casos e 36 mil mortes) (4,45).

No Brasil, estima-se 16.370 novos casos de cancer cervical com um risco de 15,43
casos a cada 100.000 mulheres/ano no biénio 2018-2019. Este tipo de cancer é o primeiro mais
incidente no Norte, ocupando a segunda posi¢do nas regides Nordeste e Centro-Oeste, ¢ quarta
posicdo no Sudeste e Sul (46). Em paises em desenvolvimento, como no Brasil, esfor¢os tem
sido direcionados na implementagdo de estratégias para o rastreio do do cancer cervical ¢ suas
lesdes precursoras, levando a uma reducdo da incidéncia e mortalidade por este cancer.
Contudo, em paises mais desenvolvidos como os da Europa Ocidental, as taxas vém
aumentando possivelmente devido as mudangas no comportamento sexual, aumentando o risco
de exposigdo ao virus e infeccao (47).

A infeccdo pelo HPV ¢ silenciosa, ndo causando sintomas na maioria dos casos, ¢ por

isso so € detectada através de exames preventivos, como o de Papanicolaou. Este exame busca
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alteracdes celulares condizentes com a presenga de lesdes precursoras, que se nao
acompanhadas e tratadas, podem evoluir para o cancer. O cancer cervical caiu da segunda
posigdo, em 1975, para sétima posicao, em 2012, no ranking de neoplasias mais incidentes (46),
demonstrando a importancia do desenvolvimento e implantac¢do de estratégias de rastreamento e

programas de prevencao.

2.2. FATOR DE NECROSE TUMORAL - ALFA (TNF-a)

2.2.1. Aspectos Gerais

TNF-a é conhecida como uma importante citocina inflamatoria descrita, primeiramente,
como uma molécula soltivel capaz de induzir a necrose hemorragica em tecidos tumorais em
modelos animais experimentais (48). E sintetizada como uma proteina trimérica transmembrana
tipo II de 26kDa (mTNF-a), a qual ¢ clivada pela TACE (enzima conversora de TNF), gerando
a forma soluvel sTNF-a, de 17kDa. As duas formas, transmembrana e soluvel, exercem seu
papel biologico através da ligacdo com os receptores TNFRI e TNFRII (49). TNF-a ¢ uma
citocina de agdo pleiotropica, produzida primariamente por células da linhagem monocitica,
como macrofagos, células de Langerhans, microglia, macrofagos alveolares, células de Kupffer,
e astroglia, contudo, células linfoides, endoteliais, fibroblastos e tecido neuronal também
expressam esta citocina (50). Possui importante papel na promog¢ao da resposta imune agindo
principalmente na resposta inflamatoria estando envolvido no recrutamento de neutréfilos e
mondcitos para os locais da infeccdo, além de estimular a secre¢do de quimiocinas pelas células
endoteliais e também por macrofagos (51). Entretanto, o TNF-o quando produzido em altas

quantidades pode prejudicar o controle das infecgdes, uma vez que entra na corrente sanguinea e
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age em locais distantes. Nessas condigoes, o TNF-a pode agir na indugdo da febre, aumento da
sintese de proteinas séricas nos hepatocitos e levar ao choque séptico (52).

A produgdo de TNF-0, induzida por estimulos bacterianos, tumorais, imunes, irradiagdo
ou hipoxia, é regulada a nivel pds transcricional, levando a producdo de pro-TNF intracelular
onde ¢ inserida na membrana como mTNF-a (53). Contudo, sua a¢do é muito bem controlada
pelos fatores de transcricdo NFkB e NF-AT. Quando ocorre um destes estimulos, o RNA
mensageiro (RNAm) de TNF-a aparece alguns minutos depois, porém, a expressdo da proteina
¢ controlada ap6s a transcrigdo (54).

Linfocitos T expressando mTNF-a como ligante, atuam na defesa contra patogenos
intracelulares, ativagdo de células endoteliais e células B e produgdo de citocinas por monocitos.
Além disso, quando expressos por células dendriticas (CD), aumentam a proliferacdo e
citotoxidade de células Natural Killer (NK) (55,56). Em contrapartida, o mTNF-a atuando como
receptor, ¢ capaz de transmitir sinais reversos, ou seja, de fora para dentro da célula que esta
carreando o mTNF-a, como nas células T, mondcitos, macrofagos e células NK, colaborando
para a regulacdo da resposta imune (55). Por exemplo, células tumorais carreando o TNF-a na
superficie podem ser estimuladas pelo receptor de TNF-a tipo II (TNFR2), induzindo um sinal
reverso ativando NF«kB e assim, podendo levar a sobrevivéncia da célula tumoral e resisténcia a
apoptose (57). Uma vez que o TNF-a se liga a um de seus receptores (TNFR1 ou TNFR2),
ocorre uma cascata de sinalizagdo intracelular que, dependendo do estimulo, pode desencadear

tanto a morte celular por apoptose, como a ativacao celular.

2.2.2. TNF-a no desenvolvimento do ciancer

O desenvolvimento do cancer estda intimamente ligado a processos inflamatorios

cronicos, onde niveis elevados de mediadores inflamatorios € aumento do nimero de células
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imunes estdo associados a um mau prognostico em pacientes com cancer (58). Essa ligagdo
entre inflamagdo e cancer foi comprovada pela observagdo da proliferagdo celular descontrolada
e presenca de células inflamatérias no local da inflamagao. Além disso, uma inflamagdo cronica
pode ser capaz de alterar a expressdo de oncogenes ¢ genes supressores tumorais (59,60). A
resposta inflamatoria pode ser tumorigénica ou anti-tumorigénica, dependendo de como ocorre a
resposta imune inata ou adaptativa. Uma resposta imune adquirida quando bem regulada ¢ anti-
tumorigénica, contudo, uma resposta inapropriada pode levar a inflamagdo cronica ¢ progressao
para a carcinogénese (59).

Um dos principais mediadores do processo inflamatério ¢ o TNF-a. Contudo, esta
citocina desempenha um duplo papel no que diz respeito ao desenvolvimento do céncer,
podendo tanto promover o tumor por estimular o crescimento, proliferagdo, invasdo e metastase,
como possuir efeitos antitumorais, promovendo a destrui¢do do estroma tumoral induzida por
linfocitos T citotoxicos ou por macrofagos e células dendriticas intratumorais, levando a
rejeigdo tumoral (61,62).

O envolvimento do TNF-a no céncer pode ser demonstrado pela maior concentragio
desta citocina no soro de pacientes com diferentes tipos de cancer (63,64). Em leucemia
linfocitica, adenocarcinoma de Barrett, cancer de prostata, mama e cancer cervical, por
exemplo, foi observado niveis elevados de TNF-a em lesdes pré-cancerosas e tumorais
associadas a progressdo de malignidade dessas doencas (65,66).

Estudos in vitro demonstraram que o TNF-a pode promover a proliferacdo de linhagens
celulares malignas através da regulacdo de Ras e c-Myc, reguladores do ciclo celular, e
diminuigdo dos niveis de inibidores, como Cdk, o qual ¢ observado na doenca de
Barrett/adenocarcinoma esofagico (67). Além disso, esta citocina pode ativar moléculas como
NFkB, PI3K-Akt ¢ MAPKSs, agindo como um fator de crescimento autdcrino, levando a
sobrevivéncia celular (68). Outras vias pelas quais o TNF-a favorece a progressdao tumoral ¢é
induzindo células malignas a aumentarem a expressdo de metaloproteinases de matriz (MMP’s)

(69); e de uma maneira depende da dosagem, pode alterar a vasculatura do tumor. Em doses
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altas pode induzir o colapso vascular do tumor, contudo, em doses mais baixas, pode promover
a angiogénese por induzir a expressdo de fatores como VEGF, VEGFR2, b-FGF, IL-8, PAF,

EfrinaA, NO, E-selectina e [CAM-I (70).

2.2.3. TNF-a e a infeccdo pelo HPV

A resposta imune do hospedeiro orquestra a emergéncia e as caracteristicas das lesdes
clinicas (71). A resposta imune inata a infecgoes € caracterizada por um infiltrado de células
inflamatoérias e secregdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias no local da infeccdo (24).
Porém, em infecgOes persistentes causadas pelo HPV, o epitélio cervical é caracterizado por
infiltrados modestos de macrofagos e linfocitos, embora um aumento seja evidenciado durante a
progressdo dessa lesdo para um cancer invasivo (72). Infecgoes por HPV implicam na produgéo
de diversas citocinas pro-inflamatorias por queratindcitos ¢ demais componentes da resposta
imune inata ¢ adaptativa, como macrofagos, células NK e linfocitos (73).

O TNF-a ¢ uma citocina de perfil Thl sendo a maior mediadora da inflamagao da pele ¢
mucosa, um dos primeiros mediadores imunes a combater infecgdes virais, e foi sugerido que
esta citocina estd envolvida nos mecanismos efetores mediados por células imunes para
combater a infec¢do pelo HPV (74). A maioria das lesoes intraepiteliais de baixo grau (LSIL, do
inglés Low Squamous Intraepithelial Lesion) causadas pelo HPV apresentam regressdo
espontanea, ¢ essa regressdo ¢ mediada pelo sistema imune do individuo (75). Estudos
demonstraram que pacientes com lesdes de alto grau (HSIL, do inglés High Squamous
Intraepithelial Lesion) ou cancer possuem uma resposta Thl reduzida e um aumento de células
com perfil Th2 e este perfil estd associado com progressdo da lesdo. Um estudo que visou
analisar o perfil de citocinas no colo uterino de pacientes com neoplasia intraepitelial cervical

(NIC), demonstrou que a propor¢do de RNAm de TNF-a, assim como IL-12, foi observado com
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baixa freqiliéncia em pacientes com varios graus de lesdo comparado com controles (pacientes
sem lesdo), sugerindo novamente a diminui¢do do perfil Thl em lesdes de alto grau (76,77).
Outro estudo observou uma diminui¢do dos niveis de TNF-a no soro de mulheres com cancer
invasivo em relacdao a mulheres com NIC, demonstrando uma associacdo entre a diminui¢do da
resposta inflamatoria e a progressao da lesdo para um cancer (78). J&4 em nossos estudos prévios
(79), identificamos a presenca de células produtoras de TNF-o no colo uterino durante a
infecgdo pelo HPV, distribuidas preferencialmente no estroma, com morfologia caracteristica de
macrofagos.

De uma maneira geral, células mononucleares expressando TNF-o foram associadas a
regressdo espontdnea de papilomavirus (80). Porém, resultados controversos podem ser
observados em diversos estudos, como visto por Boccardo e colaboradores (2010) (73), o qual
mostrou que linhagens celulares de cancer cervical HPV positivas foram resistentes ao efeito
antiproliferativo do TNF-a. Em contrapartida, alguns estudos observaram que queratinocitos
imortalizados por HPV 16 foram sensiveis aos efeitos do TNF-a, enquanto que, por HPV 18, se
tornaram resistentes. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato do subtipo 18 estar relacionado
a grande atividade de transformagao in vitro, e pelo fato de que sua regido promotora ¢ de 10 a
50 vezes mais ativa do que a regido promotora do HPV 16 (81). Além disso, a resposta ao
tratamento com TNF-a, pode estar relacionada a diferenca de perfis de expressdo do gene e
niveis de ativagdo de NF-kB exibidas por essas linhagens sob efeito do TNF-a (82).

Trabalhos relatam o envolvimento direto entre as oncoproteinas E6 ¢ E7 do HPV ¢ o
TNF-a. A oncoproteina E6 esta relacionada a resisténcia da apoptose mediada por TNF-a,
sendo capaz de inibir a apoptose através da ligacdo ao TNFR1, ao dominio de morte associado
ao Fas (FADD) e a pro-caspase 8. A E6 ao se ligar ao FADD e a procaspase 8 medeia a
degradagdo de ambos, tornando essas proteinas incapazes de transmitir sinais apoptéticos (83).
O mesmo ocorre quando a mesma se liga a porgao citoplasmatica do TNFR1, impedindo que o
dominio intracelular desse receptor interaja com o TRADD, bloqueando a sinaliza¢do para a

morte celular, inibindo, assim, a ativagao da cascata de caspase (84).
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Uma das defesas do organismo em uma infecgdo viral € a parada do ciclo celular. O
HPV, contudo, s6 consegue se reproduzir nas células em que a sintese de DNA esteja ativa, ¢
para isso, ela utiliza mecanismos que conseguem superar essa defesa, através de suas
oncoproteinas, que anulam as fungdes da pRb e p53, proteinas que regulam o ciclo celular (85).
A presenga da E7 tem sido associada a resisténcia ao efeito anti-proliferativo do TNF-a. De
acordo com um estudo realizado por Basile e colaboradores (2001) (85), a E7 atenua a parada
do ciclo e a diferenciacdo celular em queratindcitos humanos, através da ligagdo e estabilizagdo

16PVWall - anulando sua fungdo durante a diferenciagdo induzida por Ca®". Foi

da proteina p2
descrito também que células expressando E7 do HPV16 podem conter baixos niveis de TNFRI1,
consequentemente resultando em uma diminuigdo da resposta celular ao TNF-a, e que a E7 ¢
também capaz de inibir a apoptose mediada por TNF-a em fibroblastos humanos normais. Estes
autores observaram que células expressando E7 tratadas com doses de TNF-a (1-30ng/ml) junto
com cicloheximida apresentaram mais que 50% de diminui¢do da tendéncia de sofrer apoptose
em resposta a0 TNF-a, quando comparadas com células infectadas com um controle retrovirus.
Em contrapartida, eles observaram que o TNFR1 permaneceu funcional nessas células
expressando E7 e ndo foi observada interagdo direta desta oncoproteina com o complexo
TRADD/FADD e nem com a caspase-8, sugerindo que o efeito desta oncoproteina na apoptose
mediada por TNF-a provavelmente ocorre de maneira indireta (86). Na mesma linha, Boccardo
e colaboradores (2010) (27) demonstraram que queratindcitos transfectados com os genes E6/E7
do HPV 16 ¢ E6/E7 e E7 do HPV 18 apresentam sua sintese de DNA parcialmente inibida pelo

tratamento com TNF-o, demonstrando mais uma vez que essas oncoproteinas conferem

resisténcia dos queratindcitos a esta citocina.
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2.3. O MICROAMBIENTE TUMORAL

O processo de desenvolvimento do tumor consiste de trés estagios: a iniciacdo, a
progressdo e a metastase. Para que isso ocorra ¢ necessdrio o envolvimento de varios
componentes, celulares ¢ ndo celulares, que compde o microambiente tumoral (MAT). Se por
um lado, em condigdes estaveis e equilibradas, o MAT protege contra o desenvolvimento
tumoral, quando ocorre uma desestabilizagdo, o mesmo contribui para a iniciagdo do tumor.

O MAT ¢é composto por um infiltrado celular com varios tipos de leucocitos (imunes
e inflamatorios), células endoteliais sanguineas e linfaticas, fibroblastos associados ao cancer,
miofibroblastos e células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea, que contribuem com
o desequilibrio da homeostase tecidual, alterando a matriz extracelular (MEC), que consiste do
componente nao celular do MAT (87,88).

Mesmo diante de um grande infiltrado celular imune, os sinais oriundos do tumor
prejudicam o papel antitumoral destas células, e essas mesmas podem ser capazes de promover
o crescimento tumoral. Além disso, o tumor pode desenvolver a habilidade de escapar do
sistema imune do hospedeiro através da ativacdo de mecanismos moleculares que desencadeiam
a inibi¢do das células imunes ou inibi¢ao da apoptose das células antitumorais, sendo a ativagdo
da sinalizagdo de NF-kB, um desses mecanismos, favorecendo a sobrevivéncia tumoral (89).

O infiltrado tumoral, composto por uma variedade de células do hospedeiro, quando em
conjunto com as células tumorais, altera o compartimento estromal modificando a MEC, e
criando um ambiente propicio para a invasdo de células alteradas (90,91). Estas mudancas na
MEC podem levar a alteragdes em sua arquitetura, no que diz respeito a disposi¢do de colagenos
e outros componentes nao celulares da MEC, que também sdo fatores importantes para o

desenvolvimento tumoral tanto no estagio inicial, como em locais metastaticos (92).
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Com isso, podemos destacar a importincia do conhecimento profundo do
microambiente tumoral e todos os seus componentes, ndo apenas celulares, para que se possa

melhorar as estratégias de terapia contra o cancer.

2.3.1. A Matriz Extracelular (MEC)

Sendo um dos principais componentes do microambiente tumoral, a MEC tem como
fun¢do garantir o equilibrio estrutural do tecido, atuando de maneira ordenada e podendo regular
algumas fun¢Ges celulares, além de possuir diferentes fungdes fisicas, bioquimicas e
biomecanicas. Contudo, quando ha uma desregulacdo ¢ desorganizagdo da MEC, as células
comegam a se comportar de maneira anormal, levando a uma falha na homeostase tecidual e
fungdo do 6rgao (91).

A MEC ¢ composta por varios componentes bioquimicos com diferentes fungdes,
como: colageno ¢ elastina, que conferem o arcabouco estrutural e elasticidade do tecido;
fibronectina ¢ laminina, relacionadas com a adesdo da matriz as células; e polissacarideos e
proteoglicanos, os quais conferem resisténcia tecidual e sdo responsaveis pela troca de
nutrientes (93). Estes componentes formam tanto a membrana basal como a matriz intersticial.
A membrana basal ¢ uma MEC especializada, mais compacta ¢ menos porosa, composta por
colageno tipo IV, laminina, fibronectina e proteinas que conectam o colageno a outras proteinas.
E produzida em conjunto por células epiteliais, endoteliais e células do estroma e separa o
epitélio ou endotélio do estroma. A matriz instersticial € rica em colagenos fibrilares,
proteoglicanos e glicoproteinas, garantindo aos tecidos uma maior resisténcia a tracdo, e
composta preferencialmente por células estromais (94).

Em condigdes patoldgicas ha o enrijecimento da matriz, consequentemente afetando a

biomecanica do tecido, como a elasticidade, e desta forma, as células passam a responder
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exercendo tipos de forgas diferentes (95). As propriedades fisicas da MEC, como rigidez,
porosidade e insolubilidade desempenham papel na migragdo celular, ¢ também sofrem
alteracdes sob estas condigoes. As fibras de colageno reticulares, que sdo rigidas, potencializam
a migra¢do celular, enquanto que fibras reticulares da matriz impedem a migrac¢do, a menos que
metaloproteinases de matriz (MMPs) sejam, a0 mesmo tempo, ativadas (94).

O desenvolvimento e remodelamento da MEC ¢ rigidamente regulado através do
controle da expressdo e/ou atividades de algumas enzimas, como por exemplo, as MMPs. O
comprometimento da dindmica da MEC, durante o desenvolvimento do cancer pode afetar a
barreira fisica do tecido e favorecer a transi¢do epitélio-mesenquimal, € consequentemente levar

a invasdo de células cancerigenas no tecido através do aumento da expressao de MMPs (96).

2.4. METALOPROTEINASES DE MATRIZ (MMPs)

Os processos de desenvolvimento, morfogénese, reparo ¢ remodelamento do tecido
estdo intimamente relacionados com a degradagdo do colageno, porém, sempre muito bem
regulado em condi¢des patoldgicas (97). Contudo, a degradagdo da MEC, abrangendo todos os
seus componentes, ¢ dependente da acdo de enzimas proteoliticas (98), como as MMPs, também
chamadas de matrixinas. Essas enzimas, além de degradar colageno, sdo também capazes de
degradar e processar outros componentes da matriz, como a membrana basal (99).

As MMPs pertencem a uma familia de enzimas dependentes de zinco envolvidas,
principalmente, na degradacdo de componentes da matriz extracelular (MEC) (100). Sao
classificadas de acordo com as caracteristicas determinadas pela sua estrutura ¢ especificidade
do substrato, como: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas ¢ metaloproteinases
ligadas @ membrana (MT-MMP) (101). Atualmente sdo conhecidas 24 MMPs, onde 23 sdo

humanas (Figura 3).
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Proteina MMP Substrato
Colagenase 1 MMP-1
Colagenase 2 MMP-8 Colagenos I, IT e I1I
Colagenase 3 MMP-13
Gelatinase A MMP-2
Colageno desnaturado (gelatina) e colageno IV
Gelatinase B MMP-9
Estromelisina 1 MMP-3
Fibronectina e proteoglicanos
Estromelisina 2 MMP-10
Matrilisina 1 MMP-7 Fibronectina e colageno IV
Matrilisina 2 MMP-26
MTI-MMP transmembrana MMP-14 Colageno I, I, III, gelatina e fibronectina
MT2-MMP transmembrana MMP-15 Fibronectina e laminina
MT3-MMP transmembrana MMP-16 Colageno III e fibronectina
MT4-MMP ancorada ao GPI MMP-17 Gelatina e fibronectina
MTS5-MMP transmembrana MMP-24 Proteoglicanos
MT6-MMP ancorada ao GPI MMP-25 Gelatina

Figura 3. Classificac@o das principais MMPs (fonte: Nagase et al, 2006)

As MMPs possuem fungdes especificas na morfogénese do desenvolvimento, como:
ramificagdo ductal da glandula mamaria, ossificagdo, remodelamento dos vasos sanguineos,
além de agirem na manutengdo normal do tecido, cicatrizagdo, menstruagdo, processos
reprodutivos como implantagdo do trofoblasto e embriogénese, ¢ defesa imune inata (102—104).
Uma vez que estas enzimas sofrem uma desregulagdo ou uma alteracdo na sua expressao, elas
podem desencadear processos patologicos como doengas inflamatorias e cancer (105).

As MMPs, de um modo geral, podem ser expressas por diversos tipos celulares, dentre
eles os fibroblastos, neutrofilos, macrofagos, células endoteliais, queratinécitos e linfocitos
(106) e possuem outras fun¢des além da degradacdo da MEC, como: processamento e
modulagdo de fatores de crescimento, e mediadores da inflamagao como citocinas, quimiocinas,
e seus receptores, onde estabelecem os gradientes de quimiocinas necessarias para a quimiotaxia
de células inflamatorias; facilitam a migracdo de células epiteliais através da proteolise de
moléculas de adesdo como a E-caderina; e influenciam na vasculatura através da migragao,
proliferagdo e apoptose de células endoteliais (107-109).

Os membros da familia de MMP sdo homodlogos em sua estrutura, contendo quatro

dominios funcionais distintos: o peptideo sinal, N-terminal, responsavel pela secrecdo das
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MMPs; o dominio catalitico, responsavel pela atividade proteolitica; o propetideo, que participa
da regulagdo da atividade da MMP através da interagdo com os fons de Zn*" (110,111), o qual
retém a enzima na sua forma latente, ou seja, inativa; € o dominio semelhante a hemopexina, C-
terminal, responsavel pelo reconhecimento do substrato (com excecdo da MMP-23). As MT-
MMPs podem estar ligadas a membrana de duas formas: através do dominio transmembrana,

seguida por uma cauda citoplasmatica curta, ou ancoradas ao GPI (112).

2.4.1. Regulacao e atividade das MMPs

Em tecidos saudaveis, sob condi¢des fisiologicas normais, a atividade proteolitica das
MMPs ¢ baixa, sendo sua expressdo regulada transcricionalmente por citocinas inflamatorias,
como TNF-a, fatores de crescimento, como EGF (fator de crescimento epidérmico) ¢ TGF-p,
hormoénios, interagdo célula-célula e célula-matriz (113—-115). Grande parte dos membros da
familia de MMPs possui um elemento cis em sua regido promotora, o que permite o forte
controle de sua expressdo pelas células, permitindo assim que elas sejam co-expressas € co-
reprimidas em respostas aos estimulos acima citados (116). Porém, algumas proteases também
podem ser reguladas a niveis pds-transcricionais. Os transcritos das MMPs possuem sequéncias
especificas em suas regides 5’-UTR e 3’-UTR, que sdo alvos de proteinas que podem se ligar e
estabilizar e desestabilizar o RNAm (112,117). Um exemplo dessa modulagdo pos-
transcricional € através dos microRNAs, que sdo pequenas sequéncias de RNA nao codificantes,
que regulam a expressdo génica, reprimindo a tradugdo ou por degradacao dos seus alvos de
RNAm. Como por exemplo o miR-21 que leva a repressdo do supressor de tumor PTEN,
levando a forte regulacdo de MMP-2, em um modelo de infarto do miocardio em camundongos

(118). Este mesmo microRNA também é capaz de regular negativamente o inibidor TIMP-3, e
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consequentemente levar a ativagdo de MMPs, colaborando com a invasdo de células
cancerigenas (119).

Estudos experimentais ja demonstraram que a expressdao de MMP ¢ transitoria apos a
exposicdo a um estimulo externo, levando a acreditar que os genes da maioria dessas proteases
sdo induziveis. Contudo, em casos de cancer, as células tumorais passam a expressa-las
constitutivamente em altos niveis, indicando que outros tipos de mecanismos podem estar
colaborando para a regulacdo de MMPs, como no caso da metilagdo, uma vez que, a regido
promotora de diversos genes de MMP possuem ilhas CpG que podem ser metiladas, levando ao
silenciamento do gene (117,120).

As MMPs sao secretadas ainda na sua forma inativa como pro-MMP (zimdgeno) e sdo
ativadas no espago extracelular, com exce¢do das MT-MMPs, MMP-11, -23 e -28, que sdo
ativadas no meio intracelular por uma pro-proteina convertase, como a furina. Uma vez madura,
a atividade das MMPs ¢ regulada por inibidores gerais de protease como a.2-macroglobulina no
plasma e fluidos sanguineos e os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) no tecido
(121); além de reativos de oxigénio, acido hipocloroso originados dos leucécitos durante o
processo inflamatorio, e as proprias MMPs ¢ outras proteases (112).

Fatores de crescimento e citocinas possuem importante papel na indugdo de algumas
atividades das MMPs. O PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas) leva ao aumento
da expressio de MMP-1 ¢ quando em ag¢do conjunta com TGF-f, aumenta a expressdo de
MMP-3 e TIMP-1 (122). A MMP-1 cliva colageno tipo I e III, favorecendo a cicatrizagao,
migragdo e reepitelizacdo. O EGF induz a expressdo de MMP-1 em fibroblastos da pele; quando
se une ao seu receptor EGR-1, é capaz de reprimir a ativagdo transcricional de MMP-9 em
células estromais (123). O VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e o FGF-2 (fator de
crescimento de fibroblastos) atuam como fatores angiogénicos induzindo a expressdo de MMP e
facilitando a metastase. No microambiente tumoral, a citocina pré-inflamatoria TNF-a induz o
aumento da expressdo das MMP-2, -3, -7 e -9, facilitando a invasdo de células malignas

(124,125).
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Os TIMPs sao os inibidores enddgenos das MMPs, pertencentes a uma familia de
quatro membros homélogos, TIMP-1, -2, -3 ¢ -4, onde todos sdo capazes de inibir todas as
MMPs, porém, com variagdes em sua eficacia (126). Por exemplo, TIMP-1 é um pobre inibidor
de MT1-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP ¢ MMP-19, enquanto que TIMP-2 é o tinico que além
de inibir, é capaz de ativar pro-MMP-2, através da interacdo com MT1-MMP (121). A primeira
evidéncia de que estes inibidores possuem importante papel na degradagdo da MEC, surgiu da
observagdo que TIMPs sdo capazes de inibir varias MMPs in vitro ¢ que o aumento da
expressdo de TIMP foi associado com o actimulo de matriz. Essa observacdo foi capaz de
demonstrar também a importancia do equilibrio entre TIMP ¢ MMP na homeostase da matriz
(126). Essa inibi¢do ocorre através da ligacdo do dominio amino-terminal de TIMP, que ¢
inibitorio, ao sitio ativo das MMPs (127).

Produzidos por uma variedade de tipos celulares, os TIMPs podem ser expressos de
maneira constitutiva, induzida ou tecido-especifica, sendo regulados ao nivel transcricional por
citocinas e fatores de crescimento (127). Inicialmente, foi relatado que os TIMPs 1, 2 ¢ 4 eram
considerados inibidores soluveis, enquanto o TIMP-3 foi encontrado na matriz através de
ligacGes de sulfatos proteoglicanos. Contudo, recentemente foi visto que os TIMPs localizam-se
em interagdo com receptores de superficie celular especificos, e que esta interagdo esta
associada com atividades independentes da inibicdo de MMP (126,128), como modulagdo da
proliferagdo celular, migra¢do e invasdo, e atividade anti-angiogénica ¢ anti- ¢ pro-apoptose;
além disso sdo capazes de aumentar os niveis de Ras-GTP, envolvida no controle da
multiplicacdo e diferenciacdo celular (129). TIMP-1 aumenta a atividade de fatores de
sobrevivéncia e diferenciacdo, através da ligacdo com CD63, FAK e ERK; e TIMP-2 se liga a
integrina o3P, (127). TIMP-2 ainda ¢ capaz de inibir a proliferacdo e migracdo de células
endoteliais humanas, quando estimuladas por FGF-2, sendo sugerido que este efeito ¢ mediado
por um mecanismo receptor de superficie celular (130).

A ativagdo de pro-MMP-2 ocorre através da interagdo do dominio N-terminal de TIMP-

2 com a regido catalitica MT1-MMP (MMP-14), formando um complexo MT1-MMP-TIMP2-
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proMMP, onde a pro-MMP-2 ¢ clivada e sua forma ativa liberada. Com base nesse processo, foi
sugerido que o MTI-MMP deve atuar como um receptor de superficie pelo qual TIMP-2
poderia influenciar no crescimento celular; contudo ndo ha evidéncias que este mesmo
mecanismo possa levar a supressdo da proliferagdo de células endoteliais (124).

O TIMP-3 pode promover a apoptose em linhagens de células tumorais e células
musculares lisas, porém, envolvendo a modulagdo da atividade das MMPs (127). Possuem
atividade anti-angiogénica ao atuar como antagonista de VEGFR-2, de uma maneira
independente da inibi¢do de MMP (131). J& o TIMP-4, embora mecanismos ndo tenham sido

descritos, ¢ sugerido aumentar ou inibir o crescimento de enxertos tumorais in vivo (132).

2.4.2. O papel das MMPs no Cancer

Todo o processo de invasdo tumoral é orquestrado por um grande conjunto de células
incluindo as proprias células tumorais, as células estromais adjacentes e as células inflamatorias
intratumorais, e acredita-se que todas sdo capazes de expressar uma variedade de MMPs (133).
Contudo, as células do estroma nao malignas sdo as principais fontes de producdo de MMP,
pois sdo induzidas pelas células tumorais através da secre¢do de citocinas e fatores de
crescimento (134).

Durante um processo carcinogénico, as MMPs sdo capazes de degradar moléculas de
adesdo que medeiam a interagdo célula-célula ou célula-MEC (ex.: caderinas e integrinas),
levando a célula tumoral a se separar das células adjacentes e da MEC. Além disso, degradam a
membrana basal ¢ a MEC facilitando a locomogao e invasdo das células tumorais, permitindo
que estas alcancem e penetrem os vasos sanguineos ou linfaticos, levando a metastase (135).
Durante este processo, as MMPs podem modular a biodisponibilidade de fatores de crescimento

e funcdo/ativagdo dos receptores de superficie, liberar precursores de alguns fatores de
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crescimento ligados a membrana celular, ativar vias de sinalizagdo de promogdo de
sobrevivéncia ¢ degradar mediadores de apoptose ou mediadores da imunidade antitumoral,
sustentando assim as células tumorais e promovendo a proliferagdo celular (135,136).

Na angiogénese, etapa fundamental no desenvolvimento tumoral, as MMPs exercem
importante fun¢do, uma vez que podem degradar a membrana basal dos vasos sanguineos e
recrutar precursores de células endoteliais da medula 6ssea para os vasos recém-formados (137).
A MMP-9, uma das principais reguladoras deste processo, pode tanto ativar fatores pro-
angiogénicos, como VEGF, FGF e TGF-B, e promover a migra¢ao de células endoteliais (138—
140), como gerar inibidores de angiogénese, tais como endostatina ¢ tumestatina, através da
proteolise da MEC e membrana basal dos vasos (136).

Outro mecanismo que contribui para a expansdo tumoral é o escape da resposta imune.
As MMPs produzidas por células tumorais podem interferir na quimiotaxia de células
inflamatorias para os tecidos, por clivagem de algumas quimiocinas (141). Em um contexto de
melanoma, foi visto que a MMP-2 ¢é capaz de interferir na funcdo das células dendriticas,
modificando a resposta imune adaptativa para um fenotipo Th2, pro-tumorigénico (142). MMP-
1, -2 e -9 também sdo capazes de regular negativamente receptores de interleucina na superficie
de células T, diminuindo assim a imunidade e promovendo a tolerancia ao cancer (143).

Varios estudos vém focando na associagdo de MMPs com o desenvolvimento de varios
tipos de cancer. A expressao de MMP-9, por exemplo, foi correlacionada positivamente com a
expressdo de VEGFR-1 em pacientes com carcinoma hepatocelular (CHC), onde os mesmos
exibiram o pior desfecho clinico da doen¢a, sugerindo a MMP-9 como um marcador
prognoéstico de CHC (144). Em carcinoma celular escamoso oral, Shrestha e colaboradores
(2017) (145), observaram uma correlacdo positiva entre MMP-2 e TIMP-2 com o grau, estagio
e capacidade metastatica do tumor, sendo a maior expressdo de MMP-2 associada com uma
reduzida sobrevida em pacientes com cancer. Os autores sugeriram que a expressdo desta
enzima pode ser uma caracteristica biologica intrinseca de tumores podendo indicar um

comportamento tumoral agressivo, independente do estagio, enquanto que TIMP-2 demonstrou
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relacdo com o estagio da doenca. Chang e colaboradores (2014) (146) observaram em pacientes
com cancer gastrico, um aumento nos niveis séricos de MMP-3, -7 ¢ -11, e de MMP-9, -12 ¢ -
21 em amostra de tumores, e associaram com a reduzida sobrevida destes pacientes. Da mesma
maneira, um estudo avaliando a imunoexpressdo de MMP-9, demonstrou uma forte associagao
entre a presenca desta enzima em pacientes com metastase de cancer de mama, que haviam ido

a obito (147).

2.4.3. O papel das MMPs no cincer cervical

As oncoproteinas do HPV de alto risco, E6 ¢ E7, desempenham importante papel na
carcinogénese cervical. A oncoproteina E6, além de ser capaz de bloquear sinais apoptoticos, ¢
capaz de reativar a atividade de telomerase, levando a imortalizagdo da célula infectada (148).
Da mesma maneira, E7 interrompe o checkpoint do ciclo celular e induz a instabilidade
génomica (149). Com base nestes estudos, a associagdo das oncoproteinas do HPV ¢ as MMPs
vem sendo estudada no desenvolvimento de cancer cervical.

Foi observado que estas oncoproteinas podem desestabilizar a interacdo das MMPs com
seus reguladores, além de afetar a migragdo e invasdo celular. Estudos in vitro demonstram que
linhagens de queratindcitos HPV negativa transfectadas com E6 e E7, principalmente do
HPV 16, apresentaram maior expressdo de pro-MMP-9, MMP-2 ¢ MT1-MMP, enquanto que a
co-expressdao de E6/E7, levou a diminuigdo de TIMP-2. Contudo, seu o silenciamento levou a
diminui¢do dos niveis destas MMPs (150,151). Da mesma forma, linhagens celulares HPV16
positivas apresentaram alta expressdo de MMP-2, MMP-9 ¢ MT1-MMP, e uma vez silenciadas
E6 e E7, houve diminuicao tanto dos niveis de proteina como de RNAm destas MMPs (152).
Em todos os trabalhos, o silenciamento destas oncoproteinas levou a reducdo da capacidade

migratoria destas células.
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Um estudo de andlise protedmica do secretoma das linhagens de cancer cervical C33A
(HPV negativa), HeLa (HPV 18 positiva) e SiHa (HPV 16 positiva) demonstrou que a via de
inibicdo de MMPs foi prevista ser ativada em linhagens de cancer cervical, onde TIMPs foram
super regulados nestas linhagens quando comparadas com HCKT1 (normal), ¢ as MMPs -2 ¢ -9
ndo foram identificadas no secretoma destas linhagens. Através de zimografia, os autores
confirmaram o aumento da regulacdo dos TIMPs, levando a diminui¢do ou a auséncia de
atividade catalitica de MMP-2 e -9 no secretoma destas células (153).

No contexto clinico, estudos vém demonstrando a associagdo da expressao destas MMPs
com o desenvolvimento e estagio do cancer cervical. Alguns grupos destacaram o envolvimento
das MMPs -2, -9 e MT1-MMP no desenvolvimento e progressao de tumores de colo uterino
baseado no aumento de expressdo de RNA mensageiro e proteina em NIC2/3 e cancer invasivo,
enquanto que em NIC1 ou normal a presenca foi diminuida ou ausente. Além disto, estas MMPs
também foram correlacionadas com a angiogénese durante a evolucdo de uma lesdo de alto grau
para um cancer, ¢ com a densidade vascular dos tumores (154). O aumento MMPs -1, -9 ¢
MT1-MMP, e diminuicao de TIMP-1 e -2, foram associadas com potencial invasivo em células
tumorais, onde MMP-1 e -9 apresentaram expressdo aumentada em tumores metastasticos; em
tecidos normais adjacentes ao tumor, houve uma expressdo substancial de MMP-1, MMP-9 ¢
MTI1-MMP (155). Guo e colaboradores (2018) (156) observaram uma associagdo entre o
aumento da expressdo de MMP-7 ¢ -9 com a metastase de tumores de linfonodos em pacientes
com cancer cervical inicial, sugerindo que ha uma correlagdo positiva destas MMPs com o
potencial invasivo de tumores cervicais. O mesmo foi observado por Wu e colaboradores (2006)
(157) ao relatarem aumento de RNAm de MMP-7, assim como a proteina, em tecidos de cancer
cervical e tumores metastaticos de linfonodo. Estes resultados sugerem que estas enzimas
podem contribuir com o aumento do potencial invasivo do tumor.

Furtado e colaboradores (2015) (158) analisaram a presenca de metilagdo de 7IMP-2 em
lesGes cervicais precursoras (LSIL e HSIL), cancer invasivo € amostras cervicais normais, ¢ sua

relacdo com a presenca de DNA de HPV. A metilagdo foi detectada com frequéncia nos grupos
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de lesdes e cancer em comparagdo com as amostras controles normais. Embora ndo tenham
encontrado relacdo estatisticamente significante entre a metilagdo de TIMP-2 e a presenga de
DNA-HPV, esta combinagdao foi mais frequente em pacientes com um desfecho clinico
desfavoravel. O grupo sugere que a metilacdo de TIMP-2 inativa certas regides do gene,
reduzindo a expressdo da proteina e prejudicando seu papel na supressdo tumoral, podendo
inferir que a metilagdo de TIMP-2 pode ser um biomarcador prognostico para a evolucdo

desfavoravel de lesoes.

2.4.4. EphA2/EfrinaAl e TNF-0 como moduladores de MMPs e envolvimento na

carcinogénese

Os receptores tirosina quinase (RTKs, do inglés Receptors Tyrosine Kinases) é uma
classe de receptores ligados a membrana que agem também como enzimas. Muitos membros
desta familia sdo considerados importantes reguladores de processos celulares como
proliferagdo, diferenciagdo, sobrevivéncia e migracdo celular e controle do ciclo celular. Certos
membros da RTKSs sdo bastante estudados devido aos seus papéis na carcinogénese, ¢ dentre os
receptores expressos em células tumorais, o EphA2, pertencente a familia de receptores Eph, é o
que vem ganhando mais atencdo e foco, devido a sua alta expressdo em diversos tipos de
tumores (159).

A familia Eph ¢ dividida em duas subclasses: EphA (EphA1-A10) e EphB (EphB1-B6).
A EphA2 foi identificada em 1990 através do rastreio de uma biblioteca de cDNA da linhagem
celular HeLa ¢ foi inicialmente referida como uma quinase celular epitelial devido a sua
expressdo ser maior em células epiteliais (160). Estes receptores, por sua vez, possuem ligantes
especificos chamados de Efrinas, que também sdo divididos em EfrinaA (EfrinaAl-A6) e

EfrinaB (EfrinaB1-B3). A EfrinaAl, o ligante mais estudado para EphA2 no cancer, foi
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identificado como um produto genético induzido por citocinas em células endoteliais de veias
umbilicais humanas, e sua expressdao demonstrou ser induzida por TNF-a (161,162). De uma
forma geral, Ephs e Efrinas s@o expressas a niveis baixos no tecido adulto normal e em altos
niveis durante o desenvolvimento. A ligacdo do receptor Eph com seu ligante Efrina possui
efeitos na regulagdo do crescimento de axonios, mediacdo da repulsdo célula-célula, restringem
a migragdo celular, além de regular a remodelag¢do da rede vascular durante a embriogénese
(163).

Em tecidos normais, a EphA2 ¢é expressa em células epiteliais enquanto que EfrinAl ¢
expressa em células vizinhas. Quando ha a ligacdo entre receptor e ligante, a EphA2 ¢
autofosforilada em sua porg¢do citoplasmatica levando a uma cascata de sinalizacdo que leva a
inibi¢do de sinalizagdes oncogénicas, ¢ até mesmo a diminui¢do de sua expressdo génica. Uma
vez que ha perda de EfrinaAl, o receptor entdo é super expresso na forma ndo fosforilada,
estimulando assim vias de sinalizagdo oncogénicas, levando ao aumento da migragao, invasao e
promogdo da tumorigénese. Desta forma, EfrinaA1 contribui com um efeito supressor de tumor
(164). Contudo, efeitos opostos deste ligante podem ser observados em tratamento de células de
carcinoma hepatocelular, o qual levou a proliferagdo celular, enquanto que sua supressdo obteve
efeito oposto (165). Outro estudo demonstrou que a reducdo de EfrinaAl em células de
carcinoma de cdlon reduziu o crescimento destas células em uma cultura 3D, mas ndo em 2D
(monocamada) (166). Embora estudos ja tenham observado a expressdo abundante deste ligante
em varios tipos de canceres, os receptores EphA2 podem se tornar insensiveis ao seu ligante
durante a progressdo tumoral, apontando uma sinalizacdo deste receptor de uma maneira
independente de ligante (167).

Este tipo de sinalizag@o foi descrito por alguns autores onde observaram que EphA2 ¢é
clivada pela MTI1-MMP. Sugiyama e colaboradores (168) demonstraram que, em células
invasivas de carcinoma mamario, MT1-MMP foi capaz de clivar o dominio de fibronectina tipo
IIT de EphA2, e juntamente com a ativagdo de Src, desencadeou a internalizacdo do receptor,

bem como aumento de RhoA e quebra da juncdo celular, aumentando a motilidade celular e
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consequentemente, a invasdo. Apds o silenciamento de MT1-MMP, houve uma redugdo no
actumulo intracelular de EphA2, invasdo celular e sinalizag@o por Src. Esta mesma interagdo foi
observada pelo grupo de Tatsukawa (2016) (169) em carcinoma invasivo de células escamosas
de pele, onde a clivagem de EphA2 por MT1-MMP também foi capaz de desencadear outras
vias de sinalizagdo oncogénicas, como Ras/Erk 1-2 e PI3k/Akt. Esses dados demonstram a
importancia da interacdo entre essas duas proteinas na invasividade e progressdo de células
cancerigenas.

A associa¢do entre EphA/Efrina e MMP pode ser vista ainda em casos de cancer
ovariano, onde EphA2 foi super expresso em 76% dos tumores e associado com estagio tumoral
avangado, grau histologico e densidade dos microvasos; além de ser associado com expressao
epitelial aumentada de MMP-2, MMP-9 ¢ MT1-MMP, ¢ expressdo estromal aumentada de
MMP-9, demonstrando assim a relagdo deste receptor com reguladores chave de angiogénese ¢
invasdo tumoral (170). Em células de adenocarcinoma pancreatico, observaram que a super
expressdo de EphA2 induziu o aumento da expressdo de MMP-2 dependente de FAK e aumento
da invasividade. Além disso, a ligacdo da EphA2 com um ligante EfrinaA1-Fc recombinante,
foi capaz de induzir a degradagdo proteassomica de EphA2, diminuindo a invasdo e a
fosforilagdo de FAK e expressao de MMP-2, demonstrando o papel fundamental da interacao
receptor-ligante para a regulagdo dos niveis de EphA2 e controle da invasdo (171).

Ao nosso conhecimento, até o momento ndo ha relatos na literatura que demonstrem
uma associacdo entre EphA/Efrina e MMPs com o cancer cervical. Contudo, poucos trabalhos
descreveram a associagdo da alta expressdo de EphA2 com este tipo de cancer. Um estudo que
avaliou o papel prognodstico de EphA2 e EfrinaAl no cancer cervical, demonstrou uma
expressao das proteinas EphA2 e EfrinaAl em 88% e 92% dos carcinomas cervicais escamosos
estagios la-IVDb, respectivamente, por imunohistoquimica. A alta expressdo de EphA2 ¢ a
expressdo moderada/forte de EfrinaAl foram associadas com a pior sobrevida dos pacientes
com carcinoma, mas ndo com o estagio da doenca. Além disso, demonstraram que a expressiao

do RNAm, tanto do receptor como do ligante, ndo correspondem totalmente as suas expressoes
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protéicas, sendo essa discordancia sugerida a uma desregulagdo pos-transcricional nas células
tumorais. O mesmo grupo, posteriormente, demonstrou resultados contraditérios em cancer
cervical escamoso estagio IB, onde a alta expressdo de EfrinaAl foi associada a pobre sobrevida
livre de doenga, sob analise univariada, enquanto que em analise multivariada, nem EfrinaAl e
nem EphA2 foram associadas a sobrevida. O grupo sugeriu, portanto, que EphA2 e EfrinaAl
poderiam ser utilizados como fatores de progndstico independentes em carcinomas cervicais
estagio I-IV, mas ndo quando se avalia apenas carcinomas cervicais precoces (172,173).

O TNF-a possui importante papel no desenvolvimento do cancer, como ja descrito
anteriormente, contudo, poucos estudos abordam sua associagdao com MMPs no cancer. Stuelten
e colaboradores (2005) (174), observaram em co-cultura 2D de fibroblastos e células epiteliais
de mama derivadas da linhagem MCF10A, que TNF-a ¢ TGF- derivadas de células estromais,
colaboram na regulagdo da inducdo de MMP-9 em fibroblastos e estroma tumoral por
sinalizacdo de MAPK e Smad, respectivamente; e apés a utilizagdo de um anticorpo
neutralizantes de TNF-a, houve uma redugdo significativa da indugdo de MMP-9 por células
tumorais. O TNF-a foi capaz, também, de estimular levemente a expressio de MMP-9 em
células HelLa, ¢ de uma maneira dependente da dose em DoT-4510, em ambas linhagens de
cancer cervical. Ja em linhagem de cancer ovariano SK-OV-3, esta citocina obteve um efeito
estimulatorio leve na secrecdo de MMP-2, porém, apenas quando administrado em baixas
concentracgdes, alcangando um efeito inibitorio a altas concentragdes (175). Lee e colaboradores
(2008) (176) demonstraram em uma linhagem proveniente de cancer de bexiga (HT1376), que o
TNF-a ¢ capaz de induzir a expressdo de MMP-9 por ativagdo de fatores de transcrigdo como
NFkB, AP-1 e Sp-1, os quais estdo envolvidos na regulacdo de MMP-9 mediada pelas vias de
sinalizacdo ERK1/2 ¢ p38 MAPK. Um estudo recente investigou o impacto da expressdo de
proteinas induzidas por TNF-o na fusdo celular. O perfil de expressdo génica de células
epiteliais de mama M13SV1-Cre e células tumorais MDA-MB-435-pFDR1 foi avaliado por
c¢DNA microarray, apés tratamento com TNF-a, e foi observado um aumento da regulagdo de

MMP-9. Uma vez que a MMP-9 foi bloqueada com inibidor especifico, ou teve sua expressao
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inibida através do uso de minociclina, houve uma diminuicdo da frequéncia de fusdo celular,
demonstrando assim o envolvimento da MMP-9 na fusdo celular mediada por TNF-o nestas
células (177).

A alta expressdo de EphA2 e suas vias de sinalizagdo dependente ou independente de
ligante, EfrinaAl, e sua associagdo com MMPs, tem chamado ateng@o no que diz respeito a
progressdo tumoral e metastase. Da mesma maneira, o TNF-o foi visto colaborar com a indugéo
da expressdo de MMP, especificamente MMP-9, em modelos de cancer distintos. Desta forma,
os estudos demonstraram que estes, podem ser considerados possiveis marcadores de
prognosticos e alvos terapéuticos para diversos tipos de cancer.

Em sintese, o processo inflamatério cervical pelo HPV e posterior desenvolvimento de
lesdes malignas sdo induzidos direta ou indiretamente por um complexo sistema, composto pela
interagdo entre oncogenes do HPV e fatores do hospedeiro, secretados pelos queratindcitos, por
c€lulas imunes e da MEC. Assim, este trabalhou visou interligar dados relacionados a fatores
inflamatérios no estudo da carcinogénese, levando em consideragdo a contribuigdo pela busca
de biomarcadores ligados a indugdo de MMPs e seus moduladores, tais como TIMP-2, TNF-q,

EfrinaAl e EphA2, que medeiam a degradagdo da MEC e progressao do tumor.
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3. JUSTIFICATIVA

A maioria das mulheres infectadas por HPV permanece assintomatica, nao
desenvolvendo o cancer cervical. E fortemente aceito que a infecgdo por HPV é um
fator de risco para o desenvolvimento do cancer cervical, podendo também envolver um
grande nuimero de fatores genéticos e epigenéticos, tornando a carcinogénese um
processo complexo. Dentre esses fatores, podem ser citados fatores ligados ao meio
ambiente, como o inicio precoce a atividade sexual, multiplos parceiros, tabagismo e a
presenga concomitante de outras doengas sexualmente transmissiveis, como o HIV-1. A
procura de marcadores de prognosticos na carcinogénese cervical vem sendo realizada
em inimeros alvos, tanto no controle do ciclo celular, como na apoptose (Bax, Bcl-2 e
TNFR1), sendo estes também estudados nosso grupo (9,12). Outros fatores como, a
invasdo do estroma e posterior metdstase, através da acdo das metaloproteinases de
matriz (MMPs) nos tecidos possui um papel importante na progressdo do tumor, o qual
envolve a degradacdo e a remodelagem da matriz extracelular (MEC). Contudo, ndo ha
na literatura trabalhos que relatem a modulagdo e indu¢do dessas MMPs, assim como
seus inibidores, no contexto do desenvolvimento e progressdao de lesdes cervicais e
cancer. Desta maneira, o melhor conhecimento a respeito de como as MMPs podem ser
induzidas, moduladas e expressas, € seus possiveis papéis no processo de carcinogénese
podem levar sua identificacdo como potenciais biomarcadores de prognostico e até

mesmo alvo terapéutico para pacientes com cancer cervical.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Identificar marcadores associados a carcinogénese cervical em relagdo a

expressao e modulacdo de MMPs e seus moduladores por TNF-a

4.2. Objetivos especificos

* Identificar e associar a expressao fenotipica das MMPs 2, 7 ¢ 9 e de TNF-a

nas lesodes de colo uterino.

* Identificar e associar a expressao fenotipica de TIMP-2, EfrinaAl e do

receptor EphA2 nas lesdes de colo uterino.

* Avaliar expressao génica das MMPs e moduladores sob estimulo da citocina

pro-inflamatéria TNF-a in vitro em linhagens de queratinocitos cervicais.
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5. METODOLOGIA

5.1. Presenca de MMPs e seus reguladores em pacientes com lesdes precursoras do

cancer cervical

5.1.1. Selecio de pacientes

O presente trabalho trata-se de um estudo caso-controle transversal, onde foram
incluidas 60 mulheres, no periodo de agosto de 2015 e julho de 2017, atendidas no Setor
de Patologia Cervical do IFF/Fiocruz, e no Ambulatorio de Patologia Cervical do
Instituto de Ginecologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IG/UFRIJ). Todas
as mulheres que apresentaram lesdes cervicais pré-invasivas (grupo de casos, IFF e IG)
e mulheres que realizaram histerectomia por outros motivos que ndo uma infec¢do por
HPV (grupo controle, IFF), foram convidadas a participar do estudo no momento da
consulta ginecologica e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
autorizando a utiliza¢do do material biologico. Os critérios de inclusdo adotados foram:
mulheres entre 18 e 65 anos e soronegativas para HIV; e como critérios de exclusao,
estar gravida no momento do estudo ou fazer uso de imunosupressores.

O fragmento removido (bidpsia) foi encaminhado para os Departamentos de
Anatomia Patologica do IFF/Fiocruz e do IG/UFRJ, responsaveis pelo diagnostico

histopatologico das lesdes presentes nas mulheres incluidas. Os blocos de parafina
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foram cedidos pelos respectivos servigos de anatomia patologica para realizagdo da
imunohistoquimica.

Durante a realizacdo das rea¢des de imunohistoquimica, muitos cortes foram
perdidos devido a soltura dos mesmos das laminas durante os experimentos, levando a
diminui¢ao do nimero de amostras utilizadas neste trabalho.

Os diagnosticos histopatoldgicos do colo uterino foram categorizados em: HSIL
(do inglés High-grade Intraepithelial Lesion - Neoplasia Intraepitelial Cervical de Alto
Grau ou NIC II e IIT) (n= 15) e controle (n=15).

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do INI/Fiocruz

(CEP n° 35589314.0.0000.5262) e do IFF/Fiocruz (CEP n°® 35589314.0.3001.5269).

5.1.2. Expressao in situ das MMPs e seus moduladores

Para observacdo e quantificacdo de células expressano MMPs e seus
moduladores em material parafinizado de lesdes de colo uterino, foi realizada a técnica
de imuno-histoquimica. Foram selecionadas 15 amostras de casos de HSIL e 15 de
amostras controle, sem lesdo. Para este procedimento, o material emblocado em parafina
foi cortado em micrétomo em seg¢des de 3um, e em seguida fixadas em laminas de vidro
silanizadas. Ap6s um periodo minimo de 24 horas em estufa, as laminas foram utilizadas
para a reacao de imuno-histoquimica para o processo de desparafinizacao, seguido de dois
banhos de xileno 100%, cada um com 10 minutos de durag¢do. Posteriormente, foram
realizados dois banhos sucessivos de etanol 100%, durante 10 minutos cada. Em seguida,

foi feita a recuperagdo antigénica para facilitar o acesso do anticorpo ao epitopo alvo com a
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utilizacdo da solugao de Trilogy (Cell Marque), em banho de 4gua (FANEM, 102R)
durante 45 minutos a uma temperatura de 95°C. Todas as etapas posteriores seguiram o
protocolo descrito pelo fabricante do kit REVEAL Biotin-Free Polyvalent HRP (Spring
Bioscience). Foi realizado o bloqueio da enzima peroxidase endogena com a solucao de
perdxido de hidrogénio. Com o objetivo de diminuir as ligagdes inespecificas, foi utilizado
o bloqueador de proteinas. Apés isso, a amostra foi incubada com os anticorpos primarios
descritos na Tabela 1, por um periodo de 16 horas a 4°C. Na etapa seguinte, foi adicionado
o anticorpo secundario por 15 minutos, e seguido pelo procedimento de 3 lavagens
sucessivas na solucao de PBS acrescida de Tween 20 0,05%. Posteriormente, adicionou-se
o conjugado, e na etapa subsequente o0 DAB (Diaminobenzidina 3,3, Spring). As laminas
foram coradas com uma solugao de hematoxilina de Meyers e submetidas a um banho de
alcool e outro de xilol por 10 minutos cada. Apds a secagem, as laminas foram montadas
com Etellan (MERCK) e o material recoberto com laminulas. O ultimo passo foi a
observagao das laminas em microscopia optica (marca, LEIKA - DMLB) com uma camera
acoplada para a captura das imagens em computador, no qual foram consideradas positivas
as cé€lulas que exibiram colora¢do acastanhada independente da intensidade de marcagao.
As areas do estroma e epitélio foram analisadas independentemente para cada marcador,
visando identificar alteragdes nestes marcadores no sitio da lesdo causada pelo HPV. As
c€lulas positivas foram contadas em 20 campos do epitélio e estroma (400x) do colo

uterino utilizando um microscopio 6ptico com uma ocular gradeada.
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Tabela 1. Anticorpos utilizados para avaliar a expressao in situ em amostras parafinadas

Antcorpo Dalvigao hlarca
hP-2 1:100 Santa Cruz
MMP-7 1:50 Santa Cruz
PG 1:50 Santa Cruz
TINVE-2 1:50 Santa Cruz
TNF-a 1:500 Abcam
Epha2 1:200 R&D
Efnnadl 1:50 Inwitrogen

5.1.3. Analise estatistica

Para a andlise da expressdo das MMPs, TIMP-2, EphA2, EfrinaAl e TNF-q, foram
utilizados o teste Mann-Whitney para comparar médias de células expressando os
marcadores nas dreas do epitélio e estroma de mulheres com HSIL e sem lesdo (grupo
controle). Utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Spearman para examinar as relacdes
entre as variaveis analisadas no epitélio e corion. Foi considerado estatisticamente

significativo os valores de p<0,05.
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5.2. Expressio de RNAm das MMPs e seus reguladores in vitro em linhagens de

células cervicais

5.2.1. Cultivo das linhagens celulares e estimulacido com TNF-a

Duas linhagens celulares foram cultivadas em dois experimentos independentes
(em duplicata). HeLa (HATCC® CCL-2™) ¢ uma linhagem originada de
adenocarcinoma do colo uterino, com morfologia de célula epitelial, propriedade
aderente ¢ HPV 18 positiva; e C33A (ATCC® HTB-31™) ¢ originada de carcinoma de
colo, também com morfologia de célula epitelial e propriedade aderente, contudo, HPV
negativa, sendo utilizada, neste estudo, para observacao de possivel modulagao do HPV
na expressao de MMPs e seus reguladores, quando estimuladas por TNF-a.

As linhagens foram cultivadas em garrafas de cultura celular contendo meio
RPMI, suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1% antibidtico e 1% de L-
glutamina, em atmosfera imida contendo 5% de CO; a 37°C. O meio foi trocado a cada
trés dias e as células recultivadas sempre que atingiam 80% de confluéncia. Solucdo de
tripsina a 0,05g/ml em PBS/EDTA foi utilizada para recuperagao de células aderidas na
garrafa para recultivo. Posteriormente, as células foram adicionadas em placas de 24
pocos, com 5x10° células por poco. Apods 24h, as células foram estimuladas com
diferentes doses de TNF-a (5, 10 ou 20 ng/ml), e incubadas por 6, 12, 24 e 48h, em
triplicata. Células nao estimuladas, contendo apenas o meio suplementado foram

utilizados como controle.
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5.2.2. Extracao e purificacdo de RNA total

A extracao do RNA total foi realizada utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen). O
meio de cultura foi removido e os pogos lavados 2 vezes com PBS. Apds a lavagem
adicionou-se 350 ul de tampao RLT nos primeiros pogos para romper as cé¢lulas, sendo
homogeneizadas com pipeta até que nenhum aglomerado celular fosse visivel. O mesmo
tampdo RLT foi repassado em mais 3 pocos iguais contendo 5 x 10° células/pogo até se
conseguir um lisado com quantidade de 2 x 10° células por amostra. Para completar a
homogeneizacao e quebra de moléculas de DNA, a solucao foi homogeneizada 5 vezes
em uma seringa (9 mm) e, posteriormente, adicionado 350 pl de etanol 70% em cada
triplicada, para que o RNA pudesse se ligar seletivamente & membrana da coluna. Apos
homogeneizar o etanol ao lisado, o volume total foi transferido para a coluna do kit e
centrifugado por 15 seg/10000 x g. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 700 pl
do tampao de lavagem RWI, sendo novamente centrifugado por 15 seg/10000 x g e
descartado o sobrenadante. Adicionou-se 500 pl do tampao de lavagem RPE na mesma
coluna, seguida de outra centrifugacdo, descartando o sobrenadante. Mais 500 pl de
RPE foi adicionado e as amostras centrifugadas, agora por 2 min/10000 x g. Apos o
descarte do sobrenadante, uma centrifugacdo de 1 minuto foi realizada com a coluna
vazia para eliminar quaisquer residuos de RPE. As colunas foram inseridas em
microtubos de 1,5 ml, e adicionado 40 pl de agua ultrapura na coluna para ressuspender
o RNA. As amostras foram centrifugadas por 1 min/10000 x g e o RNA foi eluido da
coluna. Os RNAs foram colocados em temperatura ambiente por 1 minuto e

armazenados em freezer -80°C.
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Para a quantificacdo do RNA, foi utilizado um espectrofotdmetro
(BioPhotometer, Eppendorf), com leitura no comprimento de onda de 260 e 280 nm. Os
RNAs que mostraram razdo de absorbancia 260/280nm proximos a 2, foram

considerados de boa qualidade para a realizagdo da sintese de cDNA.

5.2.3. Sintese de cDNA (transcricido reversa)

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o QuantiTect Reverse Transcription
Kit (Qiagen), a partir de 1 pg de RNA total, de acordo com o fabricante. A primeira
etapa consistiu da eliminacdo do DNA genomico adicionando-se ao RNA das amostras
2 ul de gDNAse Wipeout Buffer e completando com agua livre de RNAse, chegando a
um volume total de 14 pl por amostra, seguida de incubacdo em termociclador

(Mastercycler, Eppendorf) por 2 min a 42°C. A segunda etapa consistiu na transcri¢io

reversa adicionando-se 1 ul da enzima Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 pl de
Quantiscript RT Buffer (ANTPs) e 1 ul de RT Primer Mix (oligo-dT) em cada amostra,
totalizando um volume de 20 pl, seguida de incubagdo por 30 min a 42°C e 3 min por

95°C. O cDNA foi armazenado em freezer -20°C.

5.2.4. Quantificacao da expressio génica por qPCR

A expressao génica das metaloproteinases e seus reguladores foi analisada

através da reagdo de PCR quantitativo (qPCR) através do sistema SYBR Green (Rotor-
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Gene Sybr Green PCR kit — Qiagen), utilizando o aparelho Rotor-Gene Q (Qiagen). Os
genes alvos estudados foram: MMP-2, MMP-9, MMP-7, TIMP-2, EphAl, EfrinaAl
(Invitrogen) e TNF-o (Sigma). Contudo, para corrigir possiveis variacdes entre as
amostras, primeiramente foi feita uma reagdo utilizando um gene de expressao
constitutiva, o HPRTI (Sigma). Os primers foram desenhados através do Primer-Blast
(Disponivel em: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e suas respectivas sequéncias
estdo demonstradas na Tabela 2.

Para a reagdo, foi utilizado 1 pl do cDNA juntamente com 10 ul de SYBR
Green, 2 pl do primer foward (10uM) e 2 ul do primer reverse (10uM) do gene e 5 ul de
agua livre de RNAse, chegando a um volume final de reacdo de 20 ul. A reagdo
compreende uma etapa inicial de 95°C por 5 minutos, desnaturacao por 95°C por 5
segundos e 40 ciclos (para HPRTI e TNF-a) ou 60 ciclos (MMPs e seus reguladores) de
anelamento e extensao a 60°C por 10 segundos. Os Cts para calculo de expressdao génica
foram definidos na fase lag de amplificacdo, através de um threshould de 0.04, de
acordo com uma escala de fluorescéncia normalizada pelo Rotor Gene Q. Uma curva de
melting foi realizada ao fim das corridas para verificar a especificidade dos amplicons

gerados.
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Tabela 2. Primers usados no qPCR para quantificar a expressao de RNAm em linhagens

celulares
Gene Primer Sequéncia

HPRTI Forward 5'-TGGACAGGACTGAACGTCT- 3'
Reverse 5'-ATCCAGCAGGTCAGCAAAGA-3'

MMP-2 Forward 5'-CGCCCATCATCAAGTTCCC- 3'
Reverse 5'-AAGGTGTTCAGGTATTGCACTG- 3'

MMP-9 Forward 5'-TTCTGCCCGGACCAAGGATA-3'
Reverse 5'-ACATAGGGTACATGAGCGCC- 3'

MMP-7 Forward 5'-TGGGAACAGGCTCAGGACTAT- 3'
Reverse 5'-TTGCATCTCCTTGAGTTTGGC- 3'

TIMP-2 Forward 5'-GTTTATCTACACGGCCCCCT- 3'
Reverse 5'-TCGGCCTTTCCTGCAATGAG- 3'

EphA2 Forward 5'-AGGGCAAGGAAGTGGTACTG- 3'
Reverse 5'-TTTGCCATACGGGTGTGTGA- 3'

EfrinaAl Forward 5'-GCTACTACTACATCTCTCACAGTCC- 3'
Reverse 5'-TGCTATGTAGAACCCGCACC- 3'

TNF-a Forward 5'-GCTGCACTTTGGAGTGATCG- 3'
Reverse 5'-TCGAGAAGATGATCTGACTGCC- 3'

A expressdo génica foi calculada através da normalizacdo das amostras com um
gene constitutivo, HPRT1, e amostra controle, baseada no método AACt. Para analisar o

efeito do estimulo de TNF-a na expressdo génica de MMPs e moduladores, em Hela e
C33A independentemente, o ACt da amostra teste (ACtymosya) foi calculado
inicialmente subtraindo-se o valor de Ct do gene alvo pelo Ct do gene constitutivo da
amostra teste. O ACt do controle ndo estimulado (ACtcopirole) foi calculado subtraindo-
se a o valor da média da triplicata do Ct do gene alvo subtraido pela média da triplicata

do Ct do gene constitutivo; o AACt foi calculado através da formula [ACtymostra -



57

-AACt
2

AClteontrole], € por fim, o resultado da equagao resultard na expressao relativa do

gene.
Para analisar se a presenga de HPV interfere ou ndo na produ¢do de MMPs e

moduladores sob estimulo de TNF-a, a linhagem C33A foi utilizada como controle. O
ACt da amostra teste (ACtamostra) foi calculado inicialmente subtraindo-se o valor de Ct
do gene alvo do valor do Ct do gene constitutivo em HeLa; o ACt do controle
(ACltcontrole) foi calculado subtraindo-se a média da triplicata do Ct do gene alvo pela
média da triplicata do Ct do gene constitutivo em C33A (sem estimulo); o AACt foi
calculado através da formula [ACtamostra — ACtcontrole], € por fim, o resultado da equagdo

224 resultara na expressdo relativa do gene.

5.2.5 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste two-way ANOVA com pos-

teste de Bonferroni, através do software GraphPad Prism 7.0. A significancia foi definida

como p <0,05. Os dados foram expressos em média e desvio padrao.
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6. RESULTADOS

6.1. Casuistica

Trinta bidpsias foram obtidas de pacientes com HSIL (n=15) e de mulheres
sadias, sem lesdo no colo uterino (n=15 controles). A idade das mulheres variou de 38 a
57 anos (44,7+7,1) no grupo controle (histerectomizadas) e de 24 a 50 anos (34,5£8,3)

no grupo HSIL, com diferenga estatistica entre os grupos (p=0,005).

6.2. Expressiao de MMP-2, -7 e -9 no colo uterino

A média do numero de células expressando MMPs no colo uterino de mulheres
com HSIL variou de 38,6 a 108,8 (71£20,8), de 0 a 11,9 (2,943,5) e de 0,4 a 15,9
(7,3£5,1) células/mm? para MMP-2, -7 e -9, respectivamente. No grupo controle, este
+numero variou de 6,4 a 42,2 (22,419,9), de 0 a 2,8 (0,5+0,7) ¢ de 0 a 7,1 (2,1£2)
células/mm? para MMP-2, -7 e -9, respectivamente.

As areas do estroma e epitélio foram analisadas independentemente para cada
marcador, visando identificar alteracdes destes marcadores no sitio da lesdo causada
pelo HPV. No estroma, as pacientes com HSIL apresentaram maior numero de células
expressando MMPs em comparagdo com o grupo controle; sendo 4,6 vezes maior para
MMP-2 (87£13,8 e 18,9+11,3; p<0,0001); 7,0 vezes maior para MMP-7 (4,94 ¢
0,7£0,6; p<0,0004) e 3,0 vezes maior para MMP-9 (11,1£3,8 e 3,6%1,8; p<0,0001). No
epitélio, a expressao de MMP-2 foi 2 vezes maior no grupo HSIL em relagdao ao grupo
controle (54,9+12,4 e 25,8+7; p<0,0001), enquanto que em MMP-9 foi de 6,8 vezes

maior em HSIL em comparagdo com controle (3,413 e 0,5+0,5, respectivamente;
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p<0,0003). Nao houve diferenca estatistica na expressao de MMP-7 no epitélio entre os
dois grupos (Figura 4). De uma forma geral, as células apresentando marcagdo para
estas MMPs no estroma eram, principalmente, células inflamatorias e fibroblastos.
Contudo, houve um numero marcante de células expressando MMP-2 no primeiro ter¢o
do epitélio, porém, em locais mais distantes do epitélio e dos focos inflamatorios, essa

expressao foi diminuida. Houve também presenga de células endoteliais positivas para

MMP-9 e EphA2.
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Figure 4: Distribui¢do de células expressando MMP-2 (A), MMP-7(D) e MMP-9 (G) em amostras de
colo uterino de mulheres sem lesdo cervical, grupo controle (B, E e H) e amostras de colo uterino com
HSIL (C, F e I). O numero de células positivas foi demonstrado no epitélio (barra branca) e estroma
(barra cinza). Setas vermelhas mostrando células positivamente marcadas. (Aumento de 200x).

6.3. Expressao dos moduladores das MMPs - TIMP-2, EphA2, EfrinaAl e TNF-a

no colo uterino

A variacdo da média nas células expressando esses moduladores no grupo HSIL
foide 0 a 11,8 (3,443,5), 0,8 2 29,3 (12,149,3), 0 a 17,4 (1,243,3) e 0 a 13,7 (1,1£2,6)
células/mm? e no grupo controle foi de 0 a 5,8 (0,7+1,1), 0,7 a 13,5 (6,4+4,2), 0 a 1,4
(0,3+£0,4) e 0 a 2,6 (0,4+0,6), respectivamente para TIMP-2, EphA2, EfrinaAl e TNF-a

(Figura 5).
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Na area do estroma, cé¢lulas expressando TIMP-2 foram 4 vezes maior em HSIL
em relagcdo ao controle (4,7+4,1 e 1,2+1,4, respectivamente; p<0,02); assim como em
EphA2 foi 2,2 vezes maior em HSIL em relagdo ao controle (20,7t4 e 9,442.8,
respectivamente; p<0,0001). Nao foi observada diferenca estatistica na distribui¢ao das
células expressando EfrinaA1l e TNF-a entre os dois grupos (Figura 5).

No epitélio, uma diferenga significante foi observada apenas na distribui¢do de
células expressando TIMP-2, sendo 11 vezes maior no grupo HSIL em relagdo ao
controle (2,242,4 ¢ 0,2+0,2, respectivamente; p<0,0003). Nao foi observada diferenca

estatistica na distribuicao em EphA2, EfrinaAl e TNF-a entre os grupos (Figura 5).

i
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Figura 5: Distribuicdo de células expressando os TIMP-2 (A), EphA2 (D), EfrinA1(G) e TNF-a (J) em
amostras de colo uterino de mulheres sem lesdo cervical, grupo controle (B, E, H e L) e amostras de colo
uterino com HSIL (C, F, I e M). O numero de células positivas foi demonstrado no epitélio (barra branca)
e estroma (barra cinza) Setas vermelhas mostrando células positivamente marcadas. (Aumento de 200x,
exceto TNF-a 400x).

Uma andlise de correlacdo foi feita para avaliar as relagdes entre as MMPs
avaliadas, MMPs e seus moduladores ¢ entre os moduladores. Uma correlacao
moderada negativa foi encontrada entre MMP-9 e TNF-a na area do estroma do grupo
HSIL (=-0,517; p<0,04) (Figura 6 A), e no epitélio do mesmo grupo, foi encontrada
uma correlagdo moderada positiva entre MMP-9 e EfrinaAl (= 0,550; p<0,03) (Figura

6 B). Nao houve correlacdo nos demais marcadores.
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Figura 6: Analise de correlagdo avaliando a relacdo entre a expressdo de MMPs e seus moduladores no
epitélio e no estroma. (A) MMP-9 e TNF-a (p<0,04) e (B) MMP-9 e EfrinaAl (p<0,03).

6.4. Expressio de RNAm de MMP-2, -9, -7, TNF-a, TIMP-2, EphA2 e

EfrinaAlem linhagens cervicais

Para demonstrar o papel de TNF-a na modula¢do da expressdo das MMPs e
moduladores, primeiramente avaliamos a expressao génica de cada MMP e modulador
de forma independente em HeLa e C33A.

A C33A (HPV negativa) apresentou resposta significativa com relacdo a
expressdo génica de TNF-a em 24h de estimulo com TNF-a sob a dose de 20ng, com
diferenga estatistica entre os tempos 6h (p<0,01), 12h (p<0,01) e 48h (p<0,01). Em
relacdo a expressao de MMP-2,MMP-9 ¢ MMP-7, ndo houve resposta ao estimulo de
TNF-o (Figura 7). Um aumento na expressao de MMP-2 e MMP-9 foi observado em
48h de estimulo a 20ng, contudo, uma vez que cada estimulo foi realizado em triplicata,
acredita-se uma das amostras tenha sido super reativa, levando a esse aumento isolado

na expressao destas duas enzimas, ndo se tratando, portanto, de um aumento real.
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A HeLa (HPV 18) apresentou um aumento na expressdao génica de TNF-o, de
uma maneira dose dependente, em 6h de estimulo com TNF-a. Apos este tempo, houve
uma queda na expressao desta citocina. Diferengas estatisticas foram encontradas nas
doses de 5, 10 e 20ng entre os tempos 6h ¢ 12h (p<0,0001), 6h e 24h (p<0,0001) e 6h e
48h (p<0,0001). Além disso, foi observado aumento de expressao de MMP-2 nos
tempos 24h e 48h, com diferenca estatistica entre 6h e 48h sob dose de 10ng (p<0,05) e
12h e 48h sob dose de 20ng (p<0,05). Para MMP-9, um aumento na expressao foi
observado principalmente em 6h de estimulo independente da dose, porém, sem
diferenca estatistica. Por fim, foi observado aumento de MMP-7 em resposta a

estimulagdo, com diferenga estatistica apenas entre 6h e 24h de estimulo, sob dose de

10ng (p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7: Expressdao de RNAm de TNF-a (A), MMP-2 (B), MMP-9 (C) e MMP-7 (D), avaliada por qPCR em
linhagem HPV negativa (C33A) e linhagem HPV 18 positiva (HeLa) sob estimulo de TNF-a nas doses de 5, 10
e 20ne. Todas as amostras foram normalizadas nelo gene constitutivo. HPRTI. *n<0.05: **n<0.01: ***n<(.001
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Com relagdo a expressao génica de 7/IMP-2, a C33A ndo apresentou resposta ao
estimulo com TNF-a. Da mesma forma, C33A nao respondeu ao estimulo em relagao
expressao de EphA2 (presenga de amostra super reativa assim como MMP-2 e -9). Por
fim, foi observado um leve aumento na expressao de EfrinaAl, independente do tempo,
com uma maior expressao sob dose de 20ng, porém, sem diferencas estatisticamente
significativas (Figura 8). Contudo, em Hela, foi observado um leve aumento na
expressao génica de TIMP-2 em 48h de estimulo, havendo diferenca estatistica entre os
tempos 24h e 48h (p<0,001), 12h e 48h (p<0,001) sob dose de 5ng; entre 6h ¢ 48h
(p<0,05) sob a dose de 10ng; e entre 6h e 48h (p<0,05), 12h e 48h (p<0,05) e 24h e 48h
(p<0,001) sob a dose de 20ng. Com relagao a EphA2, foi observado um leve aumento de
expressao em 6h de estimulo com TNF-a, onde diferencas estatisticas foram observadas
entre os tempos 6h e 12h (p<0,05), 6h e 24h (p<0,05) e 6h e 48h (p<0,05) sob as doses
de 5ng; e 6h e 12h (p<0,05), 6h e 24h (p<0,01) e 6h e 48h (p<0,01) sob a dose de 10ng.
Foi observado um aumento da expressdo de EfrinaAl em 12h de estimulo e dose-
dependente, com diferengas estatisticas observadas entre os tempos 6h e 12h
(p<0,001),12h e 48h (p<0,001) sob a dose de 10ng, ¢ entre 12h e 48h sob a dose de

20ng (p<0,01) (Figura 8).
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Figura 8: Expressdo de RNAm de TIMP-2 (A), EphA2 (B) e EfrinaAl (C), avaliada por qPCR em
linhagem HPV negativa (C33A) e linhagem HPV 18 positiva (HeLa) sob estimulo de TNF-a nas doses
de 5, 10 e 20ng. Todas as amostras foram normalizadas pelo gene constitutivo, HPRTI. *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,0001.
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Resumidamente, podemos observar que a linhagem C33A ndo apresentou
resposta ao estimulo de TNF-a com relacao a expressao génica das MMPs. Com relagao
aos moduladores, foi observada expressao génica significativa apenas de TNF-a, nao
apresentando resposta aos demais moduladores apos o estimulo. Diferentemente, HelLa
apresentou resposta ao estimulo com TNF-a em relacao a expressao génica das MMPs,
com relagao aos moduladores, apresentou nivel significativamente maior de expressao
génica de TNF-o, ¢ leve aumento da expressdo dos demais moduladores, TIMP-2,
EphA2 e EfrinaAl.

Para demonstrar se a presenga do HPV pode estar interferindo na expressao de
MMPs e moduladores, a linhagem HPV negativa, C33A, foi utilizada como controle,
sendo os dados analisados e expressos como niveis relativos comparados com esta
linhagem.

Ap6s estimulo por TNF-a, a linhagem Hela apresentou um aumento na
expressao génica de TNF-a em até 1000 vezes, em média, em comparagao com C33A
(6h, p<0,0001; 12h, p<0,0001 e 24h, p<0,05). Foi observado um aumento tardio na
expressao de MMP-2 em até¢ 1000 vezes, em média, com relagdo a C33A, contudo, essa
expressdo nao sofreu alteracdo apos estimulo com TNF-o (24h, p<0,0001; 48h,
p<0,0001). MMP-9 foi significativamente mais expresso com 24h de estimulo, sendo
essa expressao cerca de 3,5 vezes maior em comparagdo com C33A (24h, p<0,0001).
MMP-7, por sua vez, apresentou um aumento da expressdao génica em até 46 vezes, em
média, em relacdo a C33A, apds o estimulo com TNF-a (6h, p<0,001; 24h, p<0,0001;

48h, p<0,0001) (Figura 9).
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Figura 9: Expressao relativa de RNAm de TNF-a (A), MMP-2 (B), MMP-9 (C) e MMP-7 (D), avaliada por
gqPCR, em linhagem cervical HPV positiva, HeLa, sob estimulo de TNF-a nas doses de 5, 10 e 20ng. Os dados
foram normalizados em relagdo ao gene constitutivo HPRT! e expressos como niveis relativos comparados a
linhagem HPV negativa, C33A. *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,00001

Com relagdo aos moduladores, HeLa apresentou aumento de expressdo génica
de TIMP-2 independente do estimulo com TNF-a, sendo em média 25 vezes maior em
relacdo a C33A (p<0,0001, para todos os tempos), contudo, houve uma leve diminui¢ao
da expressdo de TIMP-2 no tempo de 48h de estimulagcdo (p<0,0001). EfrinaAl
apresentou expressdao aumentada em até 130 vezes, em média, em relagdo a C33A,
sendo mais expresso em 6h e 12h de estimulagao (p<0,0001; p<0,001), seguido de uma
diminuicdo significativa em 24h e 48h (p<0,001). Nao houve diferenca de expressio de
EphA2 em HeLa e C33A em qualquer tempo (Figura 10).

E importante observar que em amostras sem estimulo, houve expressio de
RNAm de todos os marcadores, com excecdo da MMP-9 e EphA2, em relacdo as
amostras sem estimulo de C33A, exceto de EphA2. Isto demonstra que HeLa por si s6 €
capaz de apresentar uma expressdao significativa destes marcadores. Sendo esta uma
linhagem HPV 18 positiva, sugerimos que a presenca de oncoproteinas deste subtipo de

alto risco pode estar exercendo influéncia nesta expressao.



73

xxEx

30+

Niveis relativos de RNAm TIMP-2

051020 0 51020 0 51020 0 51020 0 51020 0 51020 0 51020 O 5 10 20
6h 12h 24h 48h 6h 12h 24h 48h
Hela C33A
B
o 54
<
L
o
w4l
E
<<
rd
(1 34
<
w
s 2
ki
s
E
Z ol
TNFe 0 51020 0 51020 0 51020 0 51020 0 51020 0 51020 0 51020 0 5 10 20
6h 12h 24h 48h 6h 12h 24h 48h
Hela C33A
c
% I_I_I I_I_I
w [ |
E 100+
: i
5
bl I
g | .
® 20T
S 15
o 104
2 54
Z o
TNFa 0 51020 0 51020 0 51020 0 51020 0 51020 0 51020 0 51020 0 5 10 20
6h 12h 24h 48h 6h 12h 24h 48h
Hela C33A

Figura 10: Expressao relativa de RNAm de TIMP-2 (A), EphA2 (B) e EfrinaAl (C), avaliada por qPCR, em
linhagem cervical HPV positiva, HeLa, sob estimulo de TNF-o nas doses de 5, 10 ¢ 20ng. Os dados foram
normalizados em relagdo ao gene constitutivo HPRTI e expressos como niveis relativos comparados a
linhagem HPV negativa, C33A. *p<0,05
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7. DISCUSSAO

Algumas caracteristicas da carcinogénese como a migrag¢ao, invasio, metastase e
angiogénese sdo dependentes do microambiente circundante, onde ocorre a interagao de
células tumorais com a MEC, além de algumas citocinas, fatores de crescimento e
células residentes (178). Sendo as MMPs as principais enzimas responsaveis pela
degradagdo tecidual facilitando a invasdo das células tumorais, nosso estudo buscou
avaliar a presenga destas enzimas, assim como alguns de seus moduladores, em lesdes
do colo uterino, bem como a expressdo génica destes marcadores em linhagens celulares
infectadas ou ndo por HPV.

E descrito na literatura que algumas MMPs, principalmente as MMPs-2 e -9,
estdo associadas com desenvolvimento de CC. Segundo estes estudos, a expressdo de
MMP-2 aumenta com a progressao da lesdo, sendo a expressdo em HSIL e CC de
moderada a forte, e a expressdao em LSIL e colo normal muito baixa ou ausente (179—
181). Neste trabalho, mostramos que o nimero de células positivas expressandoMMP-2
foi abundante em HSIL, principalmente na area do estroma. Corroborando com nossos
achados, Gaiotto e colaboradores (2003) (180) demonstraram uma baixa expressao em
tecidos normais e LSIL, e alta expressdo em HSIL e CC, principalmente em células
estromais. Em contrapartida, Davidson (1999) (182) e Talvensaari-Matilla (1998) (183)
e colaboradores ndo observaram diferenca estatistica na expressao de MMP-2 em HSIL
quando comparado com grupo controle. Ainda sobre MMP-2, observamos uma
importante distribuicdo de células expressando essa enzima no primeiro ter¢o do
epitélio, onde hd uma intensa proliferacdo, e no estroma, em regides compostas

principalmente por células inflamatorias. Em regides mais afastadas do epitélio e dos
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focos inflamatorios, a expressao foi diminuida. Estes dados corroboram com os achados
de Brummer e colaboradores (2000) (181), que ressaltam que a reacdo inflamatoria ¢
capaz de induzir a ativagdo de MMP-2, uma vez que a transcrigdo destas enzimas pode
ser regulada por citocinas pro-inflamatorias (184).

Embora a maioria dos estudos relate expressao rara ou ausente de MMP-2 na
cérvice normal, nds observamos uma expressao desta enzima em amostras controles,
principalmente no primeiro terco € na camada mais superficial do epitélio, e pouca
expressdo na area do estroma, com menor intensidade de coloragdo. Diante deste
achado, vale ressaltar que esta enzima ¢ constitutivamente expressa, de forma
controlada, por células do estroma na maioria dos tecidos (185,186).

Assim como a MMP-2, encontramos maior expressao de MMP-9 no estroma em
relagdo ao epitélio, principalmente no grupo HSIL, contudo, o numero de células
expressando estes marcadores foi significativamente menor em compara¢ao com MMP-
2. Este resultado vai, em parte, de acordo com Westin e colaboradores (2015) (187), que
observaram uma maior expressdo de MMP-9 em células estromais em NIC3 e
carcinoma invasor, enquanto que MMP-2 teve maior expressao tanto em células
estromais quanto tumorais em carcinoma invasivo, sugerindo que MMP-2 possa ter um
papel na progressao neoplasica da lesdao, enquanto que MMP-9 deve atuar na interagao
entre as células estromais e tumorais. Esta interacdo também foi sugerida por Matheus e
colaboradores (2014) (188), que demonstraram, em esfregagcos cervicais, intensa
positividade de MMP-9 em células normais adjacentes as células discaridticas, de
acordo com a progressao da lesdo, sugerindo que células tumorais induzem a produgao
de MMP-9 pelas células vizinhas, ressaltando a importancia da interacao célula-célula
durante a progressdao tumoral. Em adi¢do, encontramos positividade para MMP-9 em

células endoteliais do grupo HSIL, refor¢ando seu papel como uma das principais
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MMPs reguladoras da angiogénese, uma vez que € capaz de ativar fatores angiogénicos,
como VEGF, FGF e TGF-f (140).

A MMP-7, por sua vez, ¢ a menos estudada no contexto do CC. Um estudo
recente observou uma alta expressio de MMP-7 na membrana basal epitelial em
amostras de cancer comparadas com HSIL e controle, sugerindo que esta enzima possa
ser um possivel biomarcador para o CC invasivo (189). Em nosso estudo, embora a
frequéncia de células expressando MMP-7 tenha sido muito baixa, essa frequéncia foi
maior no estroma que no epitélio em pacientes com HSIL. Corroborando com nossos
resultados, Guo e colaboradores (2018) (156) observaram alta expressao de MMP-7 em
28,9% das amostras de CC estudadas, sendo a expressdo mais prevalente em células
estromais, comofibroblastos e macrofagos. Diante dos achados da literatura e da
expressdao predominante destas MMPs no estroma do grupo HSIL neste trabalho,
podemos ressaltar a importancia das células estromais no desenvolvimento de lesdes e
progressao para o cancer cervical, uma vez que ja foi descrito que as células tumorais
induzem células vizinhas a produzirem MMPs, assim levando a degradagdao das
barreiras fisicas e quimicas dos tecidos e invasao tumoral.

Dentre os moduladores, TIMP-2 foi observada ser muito pouco expressa no
epitélio e com um leve aumento no estroma em ambos 0s grupos, porém, a expressao
geral de TIMP-2 foi cinco vezes maior em HSIL do que em controle. Nossos resultados
vao contra os achados da maioria dos estudos, onde ¢ visto que a expressao de TIMP-2
¢ intensa na cérvice normal, sendo diminuida em NICs (179,181). Em carcinoma
invasivo, as observacoes sao conflitantes. Alguns estudos demonstraram baixos niveis
de expressao de TIMP-2 em canceres cervicais (143,179), contudo, Nair e
colaboradores (2003) (190) observaram intensa expressdo de TIMP-2 em 95% dos

carcinomas invasivos. O desequilibrio da razao entre MMP-2 e TIMP-2, levando ao
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aumento em favor de MMP-2, ¢ considerado um dos marcadores de progressao para
doencga invasiva (179). Além disso, foi visto que a metilagdo do gene de TIMP-2 ¢
frequente em carcinoma e lesdes em comparagdo com amostras normais, € € sugerido
que a metilagdo inativa certas regides do gene TIMP-2, reduzindo a expressdo da
proteina (158). Neste trabalho, encontramos uma expressao 32 vezes maior de MMP-2
em relacao a TIMP-2 no grupo controle, e 21 vezes maior em relagdo ao grupo HSIL. A
média de TIMP-2 em HSIL foi 5 vezes maior em relacdo ao grupo controle. Esse
achado reforca a ideia de que TIMP-2 pode estar exercendo outras fungdes, que ndo a de
inibicdo de MMPs. Contudo, isto ¢ apenas uma especulacdo, uma vez que nao fomos
capazes de analisar amostras de LSIL e carcinoma. Além disso, outros estudos sao
necessarios para confirmar o papel ativador para TIMP-2, como por exemplo, a
avaliacdo da co-expressao com MTI-MMP (MMP-14), protease que faz parte do
complexo de ativagdo de MMP-2.

Neste trabalho, nao encontrarmos diferenca na distribuicdo de células
expressando EphA2 no epitélio entre os grupos. No entanto, encontramos uma alta
expressao deste marcador no estroma, sendo significativamente maior no grupo HSIL
em comparacdo com controle, com presenca de positividade em células endoteliais.
Nossos resultados corroboram, em parte, os achados de Li e colaboradores (2006) (170),
que encontraram alta expressao de EphA2 em células de cancer ovariano e células
endoteliais, ¢ que tumores com alta expressiao de EphA2 tiveram um aumento da
densidade microvascular. Membros da familia de receptores tirosina quinase estao
intimamente ligados a processos como proliferagcdo, diferenciagdao, migracdo e controle
do ciclo celular (191). Diante disto, Yang e colaboradores (2009) (192) encontraram alta
expressao de EphA2 em carcinoma hepatocelular, sendo este associado a marcadores de

invasdo (MMP-9) e angiogénese (CD34), sugerindo que elevados niveis de EphA2
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podem promover a invasao e colonizagdo tumoral através de mecanismos dependentes
de MMP, porém, este mecanismo nao esta ainda elucidado. Esta associagdo com MMP
também foi observada por Lin e colaboradores (2006) (170), que relataram que a
expressao de EphA2 em componente celular endotelial estd associado com expressao de
MMP-9 epitelial. Em nosso estudo, ndo encontramos esta associacdo, contudo,
observamos uma correlagdo positiva entre MMP-9 e EfrinaAl, ligante de EphA2. A
expressao de EfrinaAl, apesar de ter sido bem menor em comparacao com EphA2, foi
maior no estroma do grupo HSIL em compara¢ao com controle, porém, sem diferencga
estatistica significante. Na literatura, foi relatado que a ligacao entre EphA2 e EfrinaAl
leva a autofosforilagdo do receptor, desencadeando a inibicdo de uma cascata de
sinalizagdo oncogénica, ¢ a diminuicao de EfrinaAl leva ao aumento da expressdao de
EphA2 nao fosforilada, favorecendo a oncogénese (164), o que justificaria nossos
resultados. Contudo, alguns grupos relatam que a diminui¢ao da ligacdo do receptor-
ligante em células malignas, ndo se deve apenas a diminui¢do da expressao protéica de
EfrinaA1l (193), e sim que possa haver uma interacdo anormal entre receptor e ligante
no desenvolvimento do CC, porém, o mecanismo ainda permanece desconhecido (172).

Em estudo prévio, nosso grupo (73) observou um aumento na expressao de
TNF-o em lesdes de colo uterino de mulheres infectadas por HPV comparadas com
aquelas co-infectadas pelo HIV-1. Essa reducao pode ser explicada pelo fato das
principais células infectadas por HIV-1, macréfagos e linfocitos TCD4', serem células
produtoras de TNF-a. Além disso, na infeccdo por HPV ha a ativagdo de macrofagos
endocervicais e, consequentemente, um aumento na expressao de TNF-a (79). No
presente estudo, encontramos um leve aumento na expressao de TNF-a no estroma de
mulheres do grupo HSIL em comparagdo ao grupo controle. Peghini e colaboradores

observaram altos niveis de citocinas com perfil de Th2 em lesdes de alto grau quando
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comparada aos de baixo grau. Além disso, em pacientes com CC, houve aumento de
Treg, sugerindo que a progressao tumoral ¢ dependente de supressiao da imunidade
celular. Além disso, outros trabalhos observaram diminuicdo de TNF-o no soro de
pacientes com carcinoma em relagdo em mulheres com NIC, sugerindo uma associacao
da diminui¢do desta citocina com a diminui¢ao da resposta inflamatéria e progressao
para o cancer (70-72). Das e colaboradores (2018) (189), demonstraram niveis de TNF-
o diminuidos tanto em proteina como em RNAm em casos de carcinoma cervical em
relacdo a controle. O grupo observou uma correlagdo entre os niveis de IFN-y no soro
de pacientes com cancer cervical infectada por HPV com os niveis de TNF-a no soro,
sendo este achado estando em acordo com o fato de a produg¢ao de TNF-a ser induzida
por IFN-y (190). Este achado sugere que a expressao protéica de TNF-o em pacientes
com lesdo, pode estar sendo regulada negativamente por outras citocinas € nao
necessariamente, ou diretamente, pela infeccao por HPV.

Neste trabalho, ndo fomos capazes de avaliar a expressao destes marcadores com
grau da lesdo devido a dificuldade em incluir amostras de LSIL e cancer. Mais estudos
sd0 necessarios para se estabelecer uma associagao entre a expressao de MMPs e seus
inibidores com a progressao para lesdes mais graves e CC.

Ao analisarmos a expressao génica de MMPs e seus moduladores em linhagens
HeLa e C33A, sem estimulo por TNF-a, observamos um aumento da expressdo do
RNAm destes marcadores, exceto MMP-9 e EphA2, em HeLa quando relacionados com
a expressao em C33A, sugerindo que a presenca do HPV de alto risco possa estar
influenciando na expressdao destes marcadores. O mesmo padrio da MMPs foi
observado por Cardeal e colaboradores (2006) (195), onde demonstraram alta expressao
de MMP-2 e TIMP-2 e baixa expressio de MMP-9 em linhagens HPV positivas,

quando comparadas com C33A. Em relacao EphA2, nosso achado vai de encontro aos
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dados da literatura, onde alguns demonstram que EphA2 ¢ expresso de maneira
endogena em células Hela (192,193).

Uma vez que ¢ conhecido que a expressao das MMPs ¢ regulada pré e pos-
transcricionalmente por citocinas e fatores de crescimentos (122—124), poucos trabalhos
avaliam a relacao direta destes fatores na inducdo de MMPs juntamente com alguns de
seus moduladores. O TNF-a, como j4 visto, € uma importante citocina pro-inflamatoria
e possui papel relevante no desenvolvimento de lesdes de colo uterino e CC. Diante
disto, buscamos avaliar se esta citocina ¢ capaz de induzir a expressdo génica de
algumas MMPs e seus moduladores nas linhagens analisadas. Assim, confirmamos que
as linhagens HelLa e C33A, independentemente, sdo responsivas ao estimulo com TNF-
a. A expressao de RNAm de TNF-a em HeLa foi 7,5 vezes mais alta que C33A quando
estimuladas com 20ng/mL nas primeiras 6h de estimulo. No entanto, conforme o
aumento do tempo de estimulo, houve uma diminuig¢do dessa expressao, sugerindo que
esta reducao possa ser devido a acgdo tardia das oncoproteinas do HPV de alto risco, que
sdo capazes de bloquear vias de sinalizacao de TNFR1 (83,84).

Nao encontramos na literatura trabalhos que relatem a expressao de RNAm de
MMPs e seus moduladores aqui estudados em linhagens cervicais, sob estimulo com
TNF-a. No entanto, podemos destacar o importante papel das oncoproteinas do HPV na
expressao destas MMPs, ja que a HelLa ¢ infectada pelo HPV18, que ¢ considerado
oncogénico. Tem sido descrito que as oncoproteinas ES, E6 ¢ E7 dos HPVs de alto
risco, podem desencadear vias de sinalizacdo Akt, que ativa fatores de transcricao
promovendo a expressao génica de MMPs (154). Cardeal e colaboradores (2012) (150)
demonstraram que estas oncoproteinas podem desestabilizar a interagdo das MMPs com
seus reguladores, uma vez que, ao transfectar uma linhagem de queratindcito HFK com

a oncoproteina E6 do HPV 16, observaram uma maior expressao de pro-MMP-9 e que
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E6E7 juntas, levavam a diminuicao da regulagao de TIMP-2 e RECK, tanto em nivel de
proteina, quanto em nivel de RNAm. Kaewprag e colaboradores (2013) (151)
demonstraram um aumento na expressao de MMP-2 ¢ MT1-MMP em linhagem C33A
transfectada com E6 ¢ E7 do HPV 16, e que estas oncoproteinas se ligam a duas regides
promotoras dos genes destas MMPs: PEA3 (-553 a -540) e Spl (-91) em MMP-2, ¢
PEA3 (-303) e Spl (-102) em MT1-MMP, sugerindo que estas regides sdo essenciais
para a transativagdo e atividade destas MMPs. Zhu e colaboradores (2015) (152)
relataram que o silenciamento de E6 ¢ E7 em linhagem SiHa, levou a baixa regulacao
de RNAm de MMP-2, MMP-9 ¢ MTI-MMP, contudo, apenas MT1 apresentou
diminui¢do em nivel de proteina. Neste mesmo estudo, C33A transfectadas com E6 e
E7 do HPV16, apresentaram maior regulagdo em nivel de proteina destas MMPs (152).
Além disso, a E6 do HPV18, foi vista ser capaz de regular miR-20b, aumentando sua
transcrigdo em células de carcinoma cervical e levando a degradacdo de TIMP-2 e
favorecendo a migracgdo celular.

Com relagdo ao moduladores, apesar da observacao da presenca de metilagdo no
gene de TIMP-2 em amostras teciduais de lesdo e cancer cervical, levando a reducgao da
expressdo de proteina, como visto por Furtado e colaboradores (2015) (158), em
linhagem celular, foi visto que os locais CpG dentro da regido 1919-1987 (-325 a -257),
relacionado ao local de inicio de transcrigdo do promotor, ndo regula a expressdao do
gene TIMP-2 em Caski e HeLa (194). Como ja discutido anteriormente, ¢ conhecido
que a oncoproteina E6 do HPV de alto risco, pode bloquear vias de sinalizagdo
apoptoticas do receptor de TNF-a, TNFR1, favorecendo a ativagao celular. Contudo, em
estudo in vitro, Gaiotti e colaboradores (2000) (195) demonstraram que TNF-o foi
capaz de aumentar a transcricdo do RNAm de anfiregulina, um receptor do fator de

transcricdo EGF, e este consequentemente levou ao aumento do RNAm das
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oncoproteinas E6 e E7, do HPV de alto risco. Uma vez que as MMPs podem ser
reguladas por fatores de crescimento e sua expressdo ser induzida por vias de
sinalizagdo ativadas por E6 ¢ E7, podemos sugerir que o aumento de expressao génica
das MMPs, pode ter sofrido a influéncia da estimulagdo desta citocina indiretamente

sobre oncoproteinas do HPV de alto risco.
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8. CONCLUSOES

Este trabalho conclui, portanto, que as MMP-2, MMP-9 e o receptor EphA2
possuem papel no desenvolvimento de lesdes de alto grau. Como discutido, o
desenvolvimento de lesdes e progressdo do cancer ¢ profundamente associado com
a capacidade de células estromais produzirem MMPs induzidas pelas células
tumorais. Um dado que corrobora com este achado ¢ o maior nimero de células
positivas para estes marcadores no estroma de amostras de colo uterino com HSIL,
em comparagdo com amostras de colo uterino sem presenca de lesdo. Além disso,
células endoteliais positivas para MMP-9 e EphA2 foram presentes em amostras
HSIL e n3o em amostras sem lesdo, destacando seus possiveis papéis na
angiogénese e desenvolvimento da lesdo. Os demais marcadores ndo possuem
influéncia no desenvolvimento de lesdes de alto grau.

No estudo in vitro, conclui-se que citocina TNF-a possui um papel modulador
em relagdo a expressdo de RNAm de todas as MMPs estudadas e moduladores, com
excecdo de EphA2, em linhagem de queratindcitos cervicais infectadas por HPV de
alto risco; e que a infec¢do por HPV por si sd, € capaz de induzir a expressdo de
RNAm das MMPs e moduladores (exceto EphA2), uma vez que amostras sem

estimulo em HeLa apresentaram aumento nos niveis de RNAm destes marcadores.
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9. PERSPECTIVAS

e Identificar a expressdo proteica dos receptores de TNF-0, TNFR1 e TNFR2, nas
amostras teciduais de mulheres com e sem lesao.

e Identificar a expressao génica de TNFRI e 2 em linhagens cervicais.

e Avaliar a expressdo destas MMPs e moduladores, ¢ TNFR1 e 2, em linhagem
cervical HPV16, SiHa

e Identificar a presenca das oncoproteinas do HPV de alto risco nas linhagens
cervicais
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11- ANEXOS

11.1 Manuscrito submetido a revista Oncotarget

Objetivando identificar possiveis biomarcadores para progressdo de lesdes pré-
malignas causadas por uma infeccdo por HPV, procuramos neste artigo, investigar
polimorfismos em duas posi¢cdes do gene do receptor de TNF-o, TNFR1 (rs767455 e
1$2234649), e a expressdo protéica deste receptor em amostras de lesdes cervicais, para

identificar seu papel no desenvolvimento da lesdo cervical pré-maligna.



108

TNFRI single nucleotide polymorphisms are not associated with cervical HPV-

induced pre-malignant lesion but regulate in situcervical TNFR1 expression

Natalia Pereira da Rochal, Elyzabeth Avvad-Portariz,Fébio Russomano’ , Eric Henrique
Romal, Amanda Chaves Pinto4, Evandro Klumb’, J acyara Maced04, Ana Teresa Gomes

. , . - . *
Fernandesl, Maria da Gléria Bonecini-Almeida'

'Laboratory of Immunology and Immunogenetics in Infectious Diseases, Evandro
Chagas National Institute of Infectious Diseases, Oswaldo Cruz Foundation, Rio de

Janeiro, Brazil

*Department of Pathologic Anatomy, Fernandes Figueira Woman, Child and Adolescent

National Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, Brazil

’Women's Health Care Area, Fernandes Figueira Woman, Child and Adolescent

National Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, Brazil

*Department ofBiochemistry, StateUniversityof Rio de Janeiro - UERJ, Rio de Janeiro,
Brazil
>Department ofRheumatology, StateUniversityof Rio de Janeiro - UERJ, Rio de Janeiro,

Brazil

*To whom correspondence should be addressed: Maria da Gloria Bonecini-Almeida,
PhD, Laboratory of Immunology and Immunogenetics in Infectious Diseases, Evandro
Chagas National Institute of Infectious Diseases, Oswaldo Cruz Foundation.

Avenida Brasil 4365, Rio de Janeiro, RJ, Brazil

Zip code: 21040-900

Tel: +55 21 38659531

E-mail: gloria.bonecini@ini.fiocruz.br



109

Abstract

TNF-a, a pro-inflammatory cytokine, is involved in control of HPV infection by
triggering cell signaling through binding in specific receptors TNFR1 and TNFR2.
Genetic polymorphisms in these receptors may influence TNF-a signaling. In thiswork
we investigated both the 7NFRI 15767455 and 1s2234649 single nucleotide
polymorphism and the TNFRI1 protein expression in cervical squamous intraepithelial
lesions (SIL) to identify their role in cervical pre-malignant development. SIL patients
(n=179) and healthy volunteers (n=227) were consecutively enrolled for
TNFRIgenotype analysis by PCR-RFLP assay in blood samples and to evaluate TNFR1
protein expression in cervical tissue by immunohistochemistry assay. No statistical
differences in the genotypes and allelic frequencies for both polymorphismswere
observed among groups, independent of the genetic model used.Cervical in situ
TNFR1-expressing cells were rare in epithelium and in the basal layer of epithelium
regardless the groups. However a progressive increase in infiltration cells was observed
in the stroma area mainly in HSIL group when compared with LSIL (p<0.001) and
control (p<0.001) groups.TNFR1-expressing cells frequency was higher in TNFRI
rs767455AG/GG (p<0.001), and in rs2234649A4A (p<0.001)genotypescarries, mainly in
HSIL subgroup. These data indicated that TNFR 1-expression is abrogated in cervical
epithelium where HPV-induced pre-malignant cervical lesion occurs, increasing its
frequency in inflammatory cells in stroma, and is genetically controlled by TNFRI
rs767455AG/GG and rs2346494A genotypes. These biomarkers may be useful to
identify cervical precancerous lesions progression.

Keywords: HPV, cervical lesions, in situ TNFR1 and TNFRISNPs
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INTRODUCTION

Cervical cancer is the second most common cancer among women around the
world, and human papilloma virus (HPV) infection is the primary cause of this disease.
HPV prevalence has steadily increased in the last decades, and became one of the most
prevalent sexually transmitted infection in the world, with high prevalence in Africa
(21.4%), Western Europe (21.45%) and Latin America (16.1%)[1-3]. In Brazil, the
general prevalence ranged from 10.4 to 24.5% [4], although, a recent surveillance
conducted by Brazilian Ministry of Health showed that 53,6% of young person from 16
to 26 years old were infected and 35,2% had high risk HPV-infection [5].

Cervical HPV infection is characterized by a chronic inflammation that induces
intense immunological mechanisms including phagocytosis and cellular immunity, also
triggering the production of many pro-inflammatory cytokines by infiltrating
lymphocytes, macrophages and infected keratinocytes [6]. Previous results from our
group described the presence of lymphocytic infiltrate and IL-6, IFN-y and TNF-
aexpressing cells in cervical lesions[7].

TNF-a is one of the main mediators of inflammation in the skin and mucosae.
When produced by tumor and inflammatory cells in the tumor microenvironment can
promote the survival of malignant cells by inducing genes encoding anti-apoptotic
molecules in a NF-kB-dependent manner [8]. This cytokine is also able to stimulate the
production of genotoxic molecules, such as nitric oxide and reactive oxygen species that
cause DNA damage and mutations, and thus contribute to tumor initiation, progression,
angiogenesis and metastasis [9]. TNF-a is involved either directly or indirectly in
control of HPV infection. TNF-a is constitutively produced in HPV-harboring cervical
keratinocytes [10] and in cervical lesions, where TNF-a was found mainly in a

macrophage-like cells in stroma [7]. In fact, it was seen that HPV16-positive cervical
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cell lines have increased levels of TNF-a mRNA compared with HPV-negative [11]. E6
protein from high-risk HPV16 mediates p53 degradation and induces cell
transformation. Transfection of HPV16 E6 into TNF-sensitive LM cell line (a mouse
fibroblast) protects expressing cells from TNF-induced apoptosis in a p53 independent
manner [12]. HPV16 E6 oncoprotein binds directly to TNFR1, requiring the same C-
terminal portion of TNFR1 as does TNFR1 associated death domain (TRADD) and E6
decreases TNFR1/TRADD association [13]. On the other hand, while E7 does not
subvert signaling by TNFR1, pro-caspase 8 activation is decreased in E7- expressing
fibroblast. E7 also provides some protection from apoptosis caused by stimulation of the
TNFRI1- related cytokine receptor Fas, where induction of apoptosis occurs much
slower in this cell type [14].Recent data demonstrated that TNF-o was downregulated at
both mRNA and protein levels in cervical cancer and in CIN cases compared to
controls. Moreover, TNF-a expression was correlated with insufficient modulation of
IFN-y and inversely correlated with HPV16 E6 and E7 transcripts in cervical cancer
cases [15].

TNF-a exerts its biological activity at the cellular level, through its binding with
the transmembrane receptors, TNFR1 [55kDa] and TNFR2 [75kDa]. Both are single
transmembrane glycoproteins which can induce cell apoptosis or cell survival; however,
the majority of signals are transmitted by TNFR1.TNFRI1 is expressed almost in all cell
types and has pleiotropic effects, acting on both NF-kB activation, and apoptosis
induction. This receptor is the main mediator of TNF signaling pathways, affecting
binding of TNF-a in the membrane [16].A growing number of genetic studies have
identified several single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the TNFRIA gene as
susceptibility or predictive markers of multifactorial inflammatory disorders [17-21]

and cancer [22-27]. One of the functional consequences of these variants could be
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linked to regulation of gene expression [28]. However, to our knowledge, there are no
published studies regarding the relationship between SNPs in the TNFRIA gene, the in
situ protein expression and the relationship with the maintenance of cervical lesion
induced by HPV-infection among Brazilian population. In this study, we selected two
SNPs (TNFRI rs767455 (+36A4/G) and TNFRI 152234649 (-3834/C)and determined
their genotypes in a relatively large sample size. We then examined the correlation of
these SNPs with the risk for cervical lesion development and the effect of observed

variations in association with risk factors and TNFR1 expressing cells.

Results

Characteristics of studied population

A total of 406 women were enrolled for the genotyping study from clinical sites. From
those, 179 SIL patients, classified as either LSIL (n=78) or HSIL (n=101), and 227
volunteers showing no lesions upon gynecological evaluation were enrolled. Table 1
describes clinical and behavior data on each studied group. Social and environmental
data from SIL and control groups were identified such as age (37.70+£10.75 and
34.78+10.62 years old, respectively), self-determined ethnicity, tobacco use, age at first
sexual intercourse, menarche and number of pregnancies. No significant difference was
found between SIL and control group in all co-variables describes, except age (p<0.01)
and age atfirst sexual intercourse (p<0.001). Volunteers from control group were
younger than SIL patient sand HSIL subgroup (p<0.01). Interestingly, patients with
HSIL were more likely to use tobacco and had first sexual intercourse earlier when
compared to control group, p=0.015 and p<0.001, respectively. In the LSIL and HSIL
subgroups, the average age was 35.95+£10.72 and 39.05+10.63 years old, respectively,

and co-variables were not significantly different in both subgroups (data notshown).
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TNFR1 rs767455A>GandTNFR1 rs22346494A>C gene frequency and their

associations with cervical lesions

The genotypes and alleles distribution of TNFRI rs767455 and rs2234649 in SIL
patients and control group are summarized in Table 2. The observed genotype
frequencies of these SNPs agreed with Hardy-Weinberg equilibrium either in the case
and control groups in rs767455(p=0.5 and 0.2, respectively)and rs2234649(p=0.1 and
0.06, respectively). No associations in genotype and allelic frequencies of TNFRI
rs767455 and TNFRI rs2234649 polymorphisms were observed between SIL and
control groups (Table 2), even whe nthe SIL group was stratified into LSIL and HSIL
subgroups (Table 3). No association wa sidentified between LSIL and HSIL subgroups
(p>0.05), in any genetic model tested (data notshown). There was no significant overall
difference when the OR was adjusted for univariate model including age, ethnicity,
tobacco use, age atfirst sexual intercourse, menarche, and number of pregnancies or in
multivariate analysis (data not shown). These variables did not change the risk for SIL
development. These results demonstrated no association with TNFRI rs767455
andrs2234649 polymorphisms in cervical lesion progression induced by HPV-

infection,in any genetic model tested.

TNFR1 15767455 A>G andTNFRI rs2234649 A>C had similar haplotype
distribution in cervical lesions. The haplotypes rs767455A4/rs22346494 and
rs767455G/rs22346494 were more frequently observed in both groups. We observed a
moderate LD betweenrs767455 and rs2234649 in SIL patients (D’=0.489, p=0.007) and

in control (D’=0.521, p= 0.0031) group.
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TNFR1 expressing cells in cervical lesions

Recent data has pointed to the role of intra-tumor inflammatory cells. To evaluate the
TNFRI1 protein expression and its in situ cervical localization, we selected one-hundred
and three samples from 25 healthy control, 38 LSIL and 40 HSIL volunteers. TNFR1-
expressing cells were barely expressed in keratinocytes and inflammatory cells in the
epithelium and in the basal layer of epithelium in all groups. However, a gradated
increase in TNFR1-expressing cell with inflammatory cells morphology was observed
in the stroma area in all SIL, mainly in HSIL group when compared with LSIL (1.9-
fold, p<0.001) and control groups(2.6-fold, p<0.001). In perivascular area, there was a
significant increase in TNFR1 expressing cells in the HSIL group when compared with
control group (p<0.05) (Figure 1). These results may indicate na enhancement of
inflammatory cells frequency as a response to cervical lesions severity to attempt to
prevent cancer cell invasion. As patients with HSIL were more likely to use tobacco we
tested whether TNFR1 expression was related to this social condition. Our results
showed no association between tobacco users and the frequency of cervical TNFR1-

expression (data not shown).

Association of TNFR1 expression and7NFRI rs767455A>G andTNFRI

rs2234649A4>C SNPs in cervical lesions

Analyzes were performed to evaluate the association between the TNFRI rs767455 and
rs2234649 polymorphisms with cervical TNFRI1 protein expression. As TNFRI
rs767455GG and TNFRI rs2234649 CC genotypes showed low frequency in our
population, for further analysis the rs7674554G and GG genotypes and rs22346494C
and CC were combined. TNFRI-expressing cells were not influenced by TNFRI1

1s767455A>G and TNFR1 1s2234649A>C genotypes in epithelium, basal layer of
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epithelium and perivascular area (<1 cel/mm?, in all studied groups, as shown in
Figure 2A and 2B. However, in stroma area, TNFR1 rs767455AA genotype carriers
presented lower distribution of TNFR1-expressing cells when compared with TNFR1
1s767455AG/GG in HSIL group (p<0.001). Interestingly, the TNFR1-expressing cells
were higher in TNFR1 rs767455A>A genotype only in LSIL group (p<0.01). Intergroup
analysis showed na increased TNFR1 expression in TNFRI rs7674554AA carries in
HSIL (2.6-fold, p<0.001) and LSIL (2.2-fold, p<0.001) patients compared with control
group. In TNFRIrs767455AG/GG carriers, TNFR1-expressing cells were 2.8 fold
higher in HSIL subgroup when compared with control group (p<0.001) and 2.7 fold
higher when compared with LSIL group (p<0.001). No significant difference was found

between LSIL and control subgroups (Figure 2A).

The TNFRI rs2234649A>C did not influence the distribution of TNFRI1-
expressing cervical cells in control group. However, when TNFRI rs2234649AA
genotype was compared with 752234649 AC/CC genotypes there was a predominant
TNFR1-expressing cell in rs2234649A4Acarries in HSIL (p=0.001) and AC/CC
genotypes in LSIL (p<0.001) group. In intergroup analysis, TNFRI rs22346494A
homozygote carriers showed increased TNFR1-expressing inflammatory cells in HSIL
when compared to control (3.1-fold, p<0.001), and LSIL groups (2.5-fold, p<0.001). No
significant difference was found between LSIL and control groups. When TNFRI
rs2234649 AC/CC genotypes were compared, na increase in TNFR1-expressing cells
was 1.6 fold higher in LSIL group compared with control group(p<0.001); 2.1-fold
higher in HSIL compared with control group (p<0.001) and 1.3-fold higher when

compared LSIL (p<0.05) (Figure 2B).
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These data indicate that pre-malignant lesions induce an inflammatory process
with increasing TNFRI1-expressing cells distribution. Besides, TNFRI rs767455
AG/GG and TNFRI rs2234649 AA genotypes,might be associated with the

development of high grade cervical lesions.

Discussion

Cervical cancer is one of the most common gynecological malignancies in
Brazilian population and more than 50% of young adults are infected. Most of cervical
lesions regress spontaneously, indicating that only HPV infection is not sufficient for
inducing carcinogenesis. Other factors are necessary for inducing carcinogenic process,
such as environmental, behavioral and genetic factors. This study investigated the
TNFRI rs767455 A>G and TNFR1 rs2234649 A>C SNPs in SIL development risk.

Analyses of behavioral data showed higher mean in age in SIL, especially in
HSIL group, when compared with control group. It has been described that older
women may develop more severe cervical lesions. POP-Brasil surveillance reported a
higher HPV-DNA persistence in Brazilian women aged 16-26 years, enhancing the
probability to high-grade lesions progression [5][preliminary results available at
http://portalms.saude.gov.br/noticias/agencia-saude/42003-estudo-apresenta-dados-
nacionais-de-prevalencia-da-infeccao-pelo-hpv]. The same observation was described in
Japanese [29]women. HPV can be transmitted in first sexual intercourse before 20 years
old, persisting between 25-30 years, reaching a peak after 55 years old [30]. In addition,
the majority of HPV infections are transient, cofactors may affect the risk of lesions

development and persistence, and it could be related to women age and behavior [31].
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We observed that tobacco use has been associated with increased risk of high-
grade lesions. The nicotine and its metabolite, cotinine, were found increased 4-fold in
cervical mucus from women healthy smokers and 40-fold in women with SIL[32].
However, repair defects related to carcinogenesis and DNA damage were observed in
smoker’s cervical tissues. Benzo[a]pyrene (BaP), identified as prime carcinogen in
cigarette smoke, was detected in cervical tissue, and DNA adducts were present in
smokers twice as often as in noncurrent smokers [33]. Besides, nicotine and cotinine
were associated with Langerhans cells reduction in uterine cervix from smokers,
especially in HSIL women [34]. It has been suggested that the reduction of the antigen
presenting cells population would be a responsible factor for the decrease in local
immune response and SIL development [35]. Besides the high frequency of smokers in
SIL patients the TNFR1 expression in cervical lesion was not different from those non-
smokers, indicating that TNFR1 expression is not influenced by nicotine itself.

In the present study, no association was found between TNFRI rs2234649 and
rs767455SNPs with SIL in any genetic models tested. To our knowledge, there are no
reports evaluating the TNFRI polymorphisms in cervical cancer and/or HPV-related
cervical lesions.

In relation to other cancers types, few descriptions were described with TNFRI
rs2234649 or rs767455SNPs. No association was found for TNFR1rs2234649 in gastric
mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma [23] and in myelopathy associated to
HTLV-1 infection [36]. However, controversial results were found in 7NFRI
rs767455SNPs, where no association was described in esophageal squamous cell
carcinoma [22] and with a significant increased risk for breast cancer [37,38] and in
odontogenic keratocystic tumor [39]. Moreover, other TNFR1 SNPshave been described

in different types of cancer. TNFRI rs4149570 G>T SNPs have been associated with
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loss of heterozygosity in hepatocellular carcinoma, indicating that this SNP is
susceptible to cancer genetic alterations [24]. In non-small cell lung cancer, this SNP
had being associated with poor survival in patients under these conditions [25]. Wu et
al.[2011] observed that patients carrying the wild-type allele G of rs4149579 G/T SNP
had reduced risk for gastroesophageal reflux disease, which is a risk factor for
esophageal adenocarcinoma[26]. In oral carcinoma, TT genotype of this SNP conferred
a protective character on the cancer development [27].

We furtherevaluated the distribution of TNFR1-expressing cells in SIL and its
association with cervical lesion development. We observed a rare cell distribution (<1.0
cells / mm?) in epithelium and in the basal layer of the epithelium in all groups.
However, our study has shown a progressive increase of TNFRI1-expressing
inflammatory cells distribution nearby the lesion, in the stroma area according with
lesion severity. It is noteworthy that our study is the first to correlate the distribution of
TNFR1-expressing cells in HPV-associated cervical lesions and its progression to pre-
malignant lesions.

TNFRI1 protein expression, in its monomeric form, is constitutively expressed in
all human tissues and appears to be altered by cytokines, especially in the epidermis
[40]. The molecule trimerization leads to activation and binding in soluble TNF-a.
TNFR1 expression has been observed in granulocytes, but is weakly expressed in
lamina propria lymphocytes in patients with Crohn's Disease, regardless patients or
healthy individuals [41]. In epithelial ovarian cancer, the TNFR1 expression was
observed in the epithelial cell cytoplasm in both cancer and benign ovarian lesions,
showing no association with the onset, progression or stage of disease [42].A study
conducted in China by Ma et al. evaluated both TNFR1 and TNFR2 receptors in

hypopharyngeal squamous cell carcinoma (HPSCC). They observed expression of these
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receptors in all specimens of HPSCC. However, when performed a ratio analysis of the
two receptors expression, it was observed that TNFR2 expression is negatively
correlated to TNFRI1 expression, suggesting that the TNFRI can dominate the
interactions between the two receptors and, therefore, the clinical HPSCC outcome [43].

HPYV infection can influence apoptotic signals transduction generated by TNF-a
interaction with its receptor. Filippova et al. (2002) observed that HPV16-E6
oncoprotein does not interfere with protein expression, but inhibits the TNFR1 and
TRADD interaction [13]. Likewise, E6 oncoprotein binds to the TNFRI1 receptor,
interfering with the TNFa-induced pro-apoptotic signaling, suggesting subsequent
interactions impairment in death-inducing signaling complex (DISC) through caspase
cascade activation, such as caspase-8 [44].

In our previous work, we demonstrated the expression of TNF-a and higher
inflammatory cells distribution, both CD4" and CDS8" cells T cells, in the uterine cervix
increasing according to the lesion severity [7]. Similarly, Alves et al. (2010) observed
an increased CD4" and CD8" T lymphocytes number in HSIL and cervical carcinoma
[45]. There are few reports in the literature addressing TNFR1 expression in CD4"™ T
cells in cervical pre-malignant lesions or associated with carcinogenesis. However, the
involvement of CD4" T cells and its relationship with TNFR1 have been demonstrated
in other chronic inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis [46]. The cellular
migration can be related to the TNFR1 expression, since this receptor is expressed on a
fraction of CD4" T in RA patients but not in control group; this migration is dependent
on the TNF-a concentration gradient ex vivo, and blocking of TNF-a or TNFRI
expression resulted in abrogation of CD4" T cells migration in synovial tissue[46]. TNF-
a markedly promotes tumor lymphangiogenesis and lymphatic metastasis through TNF-

a-TNFRI signaling pathway, activating inflammatory macrophages and tumour-
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associated macrophages (TAMs) to produce high levels of VEGF-C TNFR1 mediates
TNF-a-induced tumor lymphangiogenesis and metastasis by modulating VEGF-C-
VEGFR3 signaling[47].

The TNFR1 expressing cells in cervical stroma in SIL patients were composed
primarily of mononuclear cells, including mainly macrophages and lymphocytes and
rarely Langerhans cells and monocytes, as part of inflammatory cells pool expressing
TNFRI1. In our previous study, we demonstrated that rare monocytes were present in
cervical lesions[7], but it may be associated with intra-tumoral macrophages origin and
activation. Further studies may address the role of TNFRs regarding cell migration,
activation and their apoptotic functions in cervical cancer.

We further evaluated the possible correlation between TNFRI polymorphisms
and expression in SIL patients. Regarding the rs7674554>G, TNFR1-expressing cells
distribution was higher in AG/GG carriers, while in rs2234649A4>C, the distribution was
greater in women carrying in the A4 genotype. There are no reports in the literature
associating in situ TNFR1 expression and its SNPs in the uterine cervix and thus, we
should infer that the TNFR1 expression can be negatively modulated by HPV infection
and TNFR1 biomarkers are discriminatory between normal and SIL cervix and may be

used as an indicator for the cervical precancerous lesions progression.

MATERIAL AND METHODS

Study subjects and tissue samples
Four hundred and six non pregnantHIV-1 seronegative women were enrolledin this

studyfrom November, 2008 to October, 2010, aged 18 years older. Patients were
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included at Fernandes Figueira Woman, Child, and Adolescent National Institute of
Oswaldo Cruz Foundation (IFF/Fiocruz), Rio de Janeiro, Brazil and submitted to
agynecological examwith colposcopy by certified gynecologist. According with
histopathological analysis at the baseline gynecological visit, two groups were defined
as having low (LSIL) and high (HSIL) grade squamous intraepithelial lesion (SIL).
Patients received free appropriated treatment[48].Healthy control group (n=227)with no
proven cervical lesions and who were genetically unrelated to the SIL cases were
recruited from three Clinical sites in Rio de Janeiro, RJ, Brazil: INI/Fiocruz, Pedro
Ernesto University Hospital (HUPE-UERJ) and the Américo Piquet Carneiro Polyclinic
at State University of Rio de Janeiro (UERJ). In a previous work, samples of the case
group showed high positivity for the HPV pool (HPV 1, 6, 11, 16, 18 and 31) (96.3%)
and HPV 16 (77.5%) immunostaining [49]. The control group was previously selected
[50] who attended the Pedro Ernesto University Hospital (HUPE-UERJ) and the
Américo Piquet Carneiro Polyclinic to get routine pelvic exam and Pap smear test, with
normal cytology results. Women taking immunosuppressants, suffering from
autoimmune diseases or cancer, hysterectomized, virgin, and those who did not tolerate
the gynecological exam were excluded from this study. In the control group, women
with a history of cervical injury were also excluded. Each participant answered
questions regarding classic risk factors for cervical cancer and sociodemographic
characteristics, including skin color/ethnicity, and signed an informed consent form.A
standardized questionnaire including social and demographic data was applied. Written
consent was obtained from all volunteers and the protocol approved by the Institutional
Ethical Review Board from INI/Fiocruz, IFF/Fiocruz and UERJ with the number

0001.0.009.000-05.
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Histopathologic examination

Paraffin-embedded cervical tissues were processed by conventional histopathology and
routinely stained with hematoxylin-eosin (HE). Premalignant cervical lesions were
classified as LSIL and HSIL, characterized by the stage of epithelial differentiation and
maturation by a certified pathologist. The control group was composed of cervical biopsies

from hysterectomized women, without HPV-related lesions.

DNA extraction and polymerase chain reaction-restriction fragment length

polymorphism [PCR-RFLP] analysis

The genomic DNA extraction was performed soon after collection or kept at -20°C until
DNA extraction of 5 ml of blood in EDTA tube using the commercial kit from Qiagen®
[Hilden, Germany] following the manufacturer's protocol or using -20°C until DNA
extraction, which was performed according toLahiri&Schnabel [51], with some
modifications by Vargas-Torres [50]. The quality of extracted DNA was checked by
electrophoresis in a 1% agarose gel where an ethidium bromide stained single band was
visualized under ultra-violet light. Subsequently, DNA fragments containing the TNFR]
15767455 (TNFRI+36A/G) and rs2234649 (TNFRI1-3834/C) SNPs were amplified by
PCR.

For both polymorphismsthe reaction mixture was carried out in a total volume of
25 pl, containing 100 ng genomic DNA; 40.8 nmol of each primer TNFRI 1s767455: FW
5'-GAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGG-3'; RV 5'-
ACCAGGCCCGGGCAGGAGAG-3" [31].The Primer-BLAST tool from the NCBI
database was used to design the specific primer of TNFRIrs2234649 through its

reference sequence (RefSeq) NG _007506.1:FW 5'-
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TTATTGCCCCTTGGTGTTTGGTTG-3; RV 5'-
TTGTGACGGAGTGAGAAGGGGAGG-3' (Invitrogen®); 100 mM of dNTP (Applied
Biosystem®); 25 mM of MgCl,; 2.5 ul of 5x buffer (Promega); 5U/ul of Taq DNA
polymerase (Invitrogen®). PCR was performed in Thermal Cycler (Applied Biosystems).
The cycles used were: 95°C (5 minutes), 35 cycles of 95°C (1 minute), 73°C (1 minute)
and 72°C (1 minute) followed by 72°C (5 minutes) and 4°C (temperature of completion).
The resultant PCR products were digested using the restriction endonucleases
MspaAll (rs767455) and Bglll(rs2234649)at 37°C for 16 hours. The digested product was
separated on a 3% agarose (Amersham Biosciences AB) gel stained with ethidium
bromide. The resulting 183-bp fragment of TNFRI rs767455 digested with MspaAll
produced a single 183bp fragment (A allele) or fragments of 108 and 75bp (G allele).
TNFRI rs2234649 generated a 370bp fragment and digestion with BglIl gave rise to a

single 370bp fragment (A allele) or fragments of 240 and 130bp (C allele).

In situ expression of TNFR1 from cervical lesions

Serial paraffin-embedded tissue sections (3 um) were fixed in silane-coated slides. To
determine the in situ expression of TNFR1, immunohistochemistry (IHC) technique was
performed according to the REVEAL Biotin-Free Polyvalent HRP manufacturer's
instructions (Spring, CA, USA). Sections were incubated overnight at 4°C with specific
antibody against TNFR1 (1:100, Santa Cruz, Texas, USA). Positive stained cells were
counted in twenty fields (400x) in the epithelium, basal layer of epithelium, stroma and
perivascular areas of uterine cervix. Counts were performed using a grid (1 cm? divided

into 10x10 mm?) by two different observers.
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To ensure reproducibility, all cases were examined by two observers in order to

derive concordance.

Statistical analysis

The Hardy—Weinberg equilibrium was tested comparing observed and expected
genotype frequencies in the two studied groups (SIL and controls) using the y° test.
Differences ingenotype, allele and haplotype combination frequencies between the
group and subgroups of cases (patients with LSIL and HSIL) and controls or between
the subgroups of cases were evaluated by a 2x2y’contingency table or Fisher’s exact test
(in case of samples lower than 5) and a 3x2y’for trend contingency tableto evaluate the
dominant model by Epi-Info Software.Three types of genetic models (dominant, co-
dominant and recessive)were used for the association analysis of T7TNFRI
polymorphisms with susceptibility to cervical neoplasia or severity of cervical lesion.
Odds ratio (OR) and 95% confidence interval (CI) of each genotype or allele compared
with the reference genotype and allele were calculated to quantify the magnitude of the
association.Uniand multivariate logistic regression analysis were used to define the
significant of genetic predictor, with OR and 95% CI of SIL patients and LSIL and HSIL
subgroups versus control group using clinical and environmental data, such as age,
ethnicity, tobacco use, age of the first sexual intercourse, menarche and number of

pregnancies, using SNPStats[http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats] Program. Further, the

significant variables were also evaluated using Bonferroni correction, if applicable.
Haplotype frequency and Pairwise Linkage disequilibrium (D’)were determined using
SNPStats. TNFRI mean of expressing cells was compared by two-way ANOVA test

among SIL and control groups and among LSIL and HSIL subgroups and significant
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variables were also corrected by Bonferroni post test, usingGraphPad Prism 5.

Significance was define as p value <0.05.
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Legends to Figures

Fig. 1Distribution (A) and immunohistochemistry (B-D) evaluation of TNFRI1
expressing cells in uterine cervix from healthy control (B), low (C) and high (D)
squamous intraepithelial lesions. Staining distribution was identified in epithelium
(black bars), basal layer of epithelium (light gray bars), stroma (lined bars) and
perivascular area (white bars). Two-way Anova, after Bonferroni correction test

*p<0.05; **p<0.001. Magnification of 200X.

Fig. 2Distribution of TNFR1 expressing cells in uterine cervix from low (LSIL) and
high(HSIL) squamous intraepithelial lesions and control groups carrying TNFRI1
1s767455 A>G (A) and TNFR1 rs2234649 A>C (B) polymorphism in epithelium (black
bars), basal layer of epithelium (light gray bars), stroma (lined bars) and perivascular
area (white bars). Dotted lines indicate intragroups analysis and simple lines indicate
intergroups analysis. Two-way Anova, after Bonferroni correction test *p<0.05;

*#p<0.01; ***p<0.001.
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Table 2. Logistic regression analysis of associations between TNFRI rs767455 A>G and
TNFRI 52234649 A=C polymorphisms and risk of squamous intraepithelial lesions

135

Polymorphisms Control SIL P OR
n=227 (%) n=179 (%) (95% CI)

TNFRI rs767435 A=G

AA 101 (44) 79 (44) 0.55 1

GA 106 (47) 77 (43) 092

GG 20(9) 23(13) 1.47

AA 101 (44) 79 (44) 0.94" |

GA+GG 126 (56) 100 (56) (.98 (0.66-1.46)

GG 20(9) 23(13) 0.18" |

AA+GA 207 (91) 156 (87) 1.52 (0.80-2.87)

Alleles

A 308 (68) 235 (66) 0.50" 1

G 146 (32) 123 (34) 0.90(0.67-1.21)

TNFRI rs2234649 A=C

AA 175(77) 135 (75) 077 l

AC 45 (20) B2 1.09

ccC 7(3) 6(4) 1.11

AA 175 (771 135 (75) 0.69" |

AC+CC 52(23) 44 (25) 0.91 (0.57-1.44)

oc 7(3) 6 (4) 0.87" 1

AA+AC 22097 173 (96) 1.09(0.35-3.30)

Alleles

A 392 (87) 308 (86) 0.71° |

C 59(13) 3014y 0.92 (0.61-1.39)

SIL squamous intraepithelial lesion; OR, odds ratio

* p value, two sided, from f test for trend

" p value, two sided, from ¥ test
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Table 3. Logistic regression analysis of associations between TNFR1 rs767455 A>G and TNFR1 rs2234649 A=>C
polymorphisms and risk of squamous intraepithelial lesions progression

SIL (n=179)
Control LSIL  p* OR HSIL  p** OR
n=227(%) n=78 (%) (95% CI) n= 101 (%) (95% CI)

TNFRI rs767455 A>G
AA 101 (44) 30(38) 034 1 49 (48) 096 1
AG 106 (47) 39 (50) 1.23 38 (38) 0.73
GG 20 (9) 9(12) 1.51 14 (14) 1.43
AA 101 (44) 30(38) 035" 1 49(48) 049" 1
AG+GG 126 (56) 48 (62) 0.77 (0.46-1.31) 52(52) 1.17 (0.80-3 44)
GG 20 (9) 9(12) 047" 1 14(14) 016" 1
AG+AA 207 (91) 69 (88) 1.35 (0.58-3.10) 87 (86) 1 66 (0.73-188)
Alleles
A 308 (68) 99 (63) 027" 1 136 (67)  0.89" 1
G 146 (32) 57(37) 0.80(0.55-1.18)  66(33) 0.97 (0.68-1.39)
TNFRI rs2234649 A>C
AA 175 (77) 58(74)  psg® 1 77(76) 08T |
AC 45 (20) 16 (21) 1.07 22 (22) 111
cC 7(3) 4(3) 1.72 2(2) 0.64
AA 175 (77) 58(74) 062" 1 77(76) 086 1
AC+CC 52(23) 20 (26) 0.86 (0.47-1.56) 24 (24) 0.95 (0.54-1.65)
cc 7(3) 4(5) 040" 1 2(2) 057" 1
AC+AA 220 (97) 74 (95) 1.69 (0.35-6.89) 99 (98) 0.63 (0.06-3.41)
Alleles
A 395 (87) 132 (85) 0.4s" 1 176 (87) 0.94" 1
r 59 (13) 24 (15) 0.82 (0.49-1.37) 26 (13) 1.01 (0.62-1.67)

SIL squamous intraepithelial lesion, LSIL, Low SIL; HSIL, High SIL; OR, odds ratio
* p value, two sided, from f test for trend,

b p value, two sided, from ¥* test

* p value comparing LSIL with control

** p value comparing HSIL with control
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Abstract HPV is associated with cervical cancer and
plays a crucial role in wmor formation. Apoplosis is regu-
lated by different pathways involving genes that either
promote (BCL2 gene) or inhibit (BAX gene) cell death.
Our goal was o determine whether the BCL2-938C=4
(rs2279115) and BAX-248G=A (r+4645878) single nucleo-
tide polymorphisms (SWPs) are associated with squamous
intraepithelial neoplasia (SIL) risk, and whether their phe-
notypic expression was impaired in these lesions, Two
hundred and thirty-omne cases showing STL were classi fisd as
low STIL(LSIL,n = 101} or high STL (HSIL, n = 130), and
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control subjects (n = 266) with no gynecologically proven
STL were recruited. Mo statistical difference in the genotype
and allelic frequency of the BCOL-2-928C=A polymorphism
was observed among the groups. BCL2-938C/A and ASA
homozypoes carriers had higher distribution of BCL-2-
expressing cells in stroma in the SIL group. BCL2 mEN A-
expression was not correlated with BCL2-938C>A SNPs in
both groups. We did find a strong association of the BAX
GG genotype and risk for STL. No difference was observed
between LSIL and HSIL groups. In BAX-248G/A and AJA
homozypote carers, the number of BAX-expressing cells
was lower the epithelium area in STL. However, mRNA
expression was higher in SIL patients than in the control
group. In conclugsion, our data provide evidence that allele
G carriers in the BAXN-248G=A promoter SNP may influ-
ence the development of SIL. However, this genotype does
not influsnce the SIL outcome. Additonally, we suggest a
possible role of HPV infection in the inhibition of the
expression of BAX protein, decreasing cell death, and
favoring cervical cancinogeneasis,

Kevwords Cervical lesions - Apoplosis markers -
Polymorphism - mRNA and protein expression

Introduction

Cervical cancer was the #th canse of cancer death in 2013
[1] and is the second most frequent cancer in women
worldwide, Approximately 500,000 new cervical cancer
cases and 273,505 cervical cancer deaths are reported per
year [2]. Hunan papillomaviruses (HPVs) are associated
with cervical cancer in most instances, and the early genes

Efand ET from high-risk HPVs play a crucial mole in tumor
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formation, altenng cell eycle control and downregulating
the functiom of the wmor suppressors pS3 and Rb [3]
Various lines of evidence indicate that HPY infection is
necessary but not sufficient for induction of the malignant
ses and that other factors are involved [4], such as
ethnicity, age, age of menarche, age at first sexual inter-
course, number of pregnancies, and tobacco use [5].

Apoplosis is regulated by different pathways involving a
number of genes that either promote or inhibit cell death.
The balamce between death antagonists and agomists
determines whether a cell will survive or undergo apop-
tosis. The best characterized apoptosis mgulators include
the anti-apoptotic B cell lvinphoma 2 (BCL2) and the pro-
apoptotic B-cell lymphoma 2-associated X (BAX) proteins.
The protein products of these two genes physically interact
with each other, and their relative levels are important
determinants of the apoptosis rate [6, 7]. The HFV E6
mcoprotein has been associated with the modulation of a
wide range of apoptosis regulators that belong o the
extrinsic (CD95 or FADD) and intrinsic (BAX or BCL-2)
pathways or are common regulatoes to both pathways, such
as the anti-apoptotic ¢-IAP2 protein [8, 9]. The BCL2 gene
is located on chromosome 18g21.3, and a promoter gene
sngle nucleotide polymorphism (SNP), the -938C=A
genotype (rs2279115), is known to be comelated with high
BCL2 protein expression and is associated with disease
progression in chronic lymphocytic leukemia (CLL) [10],
oropharyngeal squamous cell carcinoma [11], prostate
carcinoma [12], and epithelial ovarian cancer [13]. The
BAX pene has been mapped o chmmosome 19q13.3.
A SNP located within the 5 untranslated region of the BAX
promoter, -2480G=A (rsd645878), has been described. and
the A allele was reported to be associated with both
rduced exprssion of BAX prein [14] and altered sus-
ceptibility to chronic lymphocytic leukemia [15-18].

To our knowledge, there is no report examining the
association of BAY and BCL2 polvmomphisms with squa-
mous intmepithelial neoplasia (STL) andfor cancer risk. Our
poal was to determine whether of BAX-248G=A and
BCL2O93RC=A promoter polymorphisms are associated
with risk of 5IL, and whether their phenotvpic expression
was impaired in HPY cervical lesions.

Materials and methods

Study population

From November 2008 to October 2000, 514 women were
enmlled for this BAY and BCL2 SNP genotypic study.
Patients with histologically confimned squamous intrasp-
ithehial lesion (SIL, n = 231) were enrolled consecutively
from two coborts followed at Fiocruz Clinical Care Units

£) Springer

in Rio de Janeiro, BRI, Braml: Fernandes Figueira Woman,
Child and Adolescent National Institute (IFF, n = 182),
and Evandro Chagas Mational Institute of Infections Dis-
eases (INL n = 49). All patients received free appropriate
clinical tmeatment [19] and provided written consent
approved by the Institutional Review Board from TNT and
IFFFiocrue. HIV status was identified in all volunteers.
According o the histopathological analvsis at the baseling
gynecological visit, two groups were de fined as having-low
(LSIL} and high (HSIL) grade squarmnous intraepithelial
lesion. Control subjects with no proven lesions and who
were penetically unrelated to the SIL cases wen recruited
from three Chinical Sites in Rio de Janeiro, RJ, Brazil: TNT
(n = 66); IFF (n = 17) and State University of Rio de
Janeiro (UERT), including the Piguet Carneiro Gynecology
Ambulatory amd Pedm Emesto Hospital (n= 2000, A
standardized questionnaire was used to collect clinical and
demographic data, including age, self determined ethnicity,
ape, tobacco use, age at first sexual intercourse, menarche
and number of pregnancies. Case and contmol groups wen
matched by chincal and demographic data.

To demonstrte whether BAX and BCL2 SNPs andfor
pene expression are associated with cervical lesions, we
analyzed both mEN A and protein expression and compared
these to the genetic frequencies. To achieve this goal, 66
volunteers were selected from the genetic study described
above. Additional identification of HFY E6 and E7 onco-
profeing were evaluated in those volunteers,

BCL2 and BAX genotyping

Genomic DNA was isolated with the QLAGEN DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) according to the manu-
facturer’s instructions. Restriction fragment length poly-
morphism—polyvmerase chain maction (RFLP-PCR) was
performed w identify BCL2-938C>A and BAX-248G=A
polymorphisms in the promoter mgions. Each PCR was
performed in a 25 pl reaction mixture containing 50 ng of
genomic DNA - templates, 125 pmol of each primer,
0.1 mM of each deoxymucleoside triphosphate, 1X PCR
buffer (50 mM KCL 10 mM Tris-HCI, and 0.1 % Triton
X-100), 15 mM MgCl, and 1.5 U Tag polymerase (Pro-
mega Corporation, Madison, WI). The PCR pmfile con-
sisted of an initial melting step at 96 °C for 5 min followed
by 35 cycles at 96 °C for 45 s, at 60 °C for 40 s, and at
T2 °C for 30s, and a final extension step at 72 °C for
10 min,

For the BCL2-938C=A polvmorphism in the promoter,
the primers (3'-CTGOCTTCATTTATCCAGCA-Y and 5'-
GOGCGGCAGATGAATTACAA-Y) amplified a 300-bp
DNA fragment. The PCR product was digested by Beof
(New England Biolabs, Beverly, MA) overnight at 37 °C.
The wild-type allele (CC) produced two bands of 189 and
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111 by the wild-typelvariant allele (CA) produced three
bands of 111, 189, and 300 bp, and the variant allele (AA)
produced a single 300-bp band [20].

For the BAX-248G=A polymorphism, the primers (5'-
CATTAGAGCTGCGATTGGACCG-3 and 5-GCTCC
CTCGGGAGGTTTGGT-3) amplified a 109-bp DNA
fragment. The PCR product was digested by Mspd (New
England Biolabs, Beverly, MA) overnight at 37 °C. The
dipested product was separated on a 2.5 % NuSieve 3:1
agarcse (FMC BioProducts, Rockland, ME) gel with
ethidium bromide. The homoeygote (GG) wild-type allele
produced two bands (89 and 20bp), and the wild-
typefvariant allele (GA) produced 20, 89, and 109 bp
hands; the variant allele (AA) lacks the Mspd restriction site
and therefore produced a single 105-bp band.

Expression of apopiotic markers in cervical lesions

Sixty-six (49 cases and 17 controls) volunieers were
selected from the genetic study described above to perform
the binlogical identification of BAX and BCL2 protein and
mRMNA expression and to further correlate its expression
to the specific genotypes of BAX (-248G-<A) and BCL2
-938C=A).

Immunoperoxidase staining was performmed as described
previously by our group [21] Sections were incubated
overnight at 4 °C with specific antibodies against BAX
(Zymed, South San Francisco, California, USA) and BCL2
(BD Pharmigen, Heidelberg, Germany). Positive stained
cells were counted in twenty figlds (4000 in the epithe-
lium, basal laver of epithelium, stroma and perivascular
fields of werine cervix. Counts were pedormed using a grid
(1 em® divided into 10 x 10 mm®) by two different
ohservers,

Analysis of mENA expression from paraffin-embedded
cervical hiopsies tissue Sects. (10 pm) were performed.
Whole cervical tissue homogenates were prepared
aocording to the procedure described in the QuantiGene
Sample Processing Kit for FFPE Tissues (Panomics, Inc.,
Fremont, CA). BAX, BCL2 and E6 and ET7 oncoprotein
mRNA expression was analyeed wsing QuantiGene Plex
20 assay (Affymetrix, Santa Clara, CA) as described
previously [22]. This methodology combines branched
DNA (bDNA) signal amplification and multi-anal yte
mofiling beads (xMAP™ technologies 1o enable the
detection and quantitation of multipls RNA  targets
simultaneously. The BDNA assay is a hybridization-based
method of target-specific RNA quantitation that amplifies
signal rather than tarpet RN A, wing labeled DMNA probes.
The houwsekeeping  gene  glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAFDH) was used as internal positive
comtrol.

Statistical analysis

The deviation from Hardy—Weinberg equilibrium was deter-
mined for penotyping by the Chi square test (37} in both SIL
patients and control group. We used the ¥° test (o compars the
differences in each allele and genotype of BCL2 and BAX
polyvmorphism frequency . Additionally, we used unconditional
univariste and multivariate logstic memssion analvses o
examine the associations between the seleded SNPs and SIL
risk by estimating the odds mtios (ORs) and 95 % aonfidence
intervals (Cls) with and withow adjustment for age, self
determined ethnicity, age, tobacco use, ape at first sexual
interooumse, menarche and number of pregnancies between SIL
cases and contml group. To evaluate interactions between
BCL2and BAX genotypes in the risk of developrment of low and
high SIL, logistic meression analysis was also used o assess
potential intermctions by evaluating departures from additive
and multiplicative interaction models, comparing LSIL and
HSIL subgmups among themselves and with contmls,

Protein and mENA apoplotic markers e xpression in LSTL
and HSIL subgroups were compared with control group. For
the mRNA analvsis, the GAPDH housekesping gene was
used for normalization of BAX and BCL2 expression. Data
analysis was carded out using the SPSS (vemion 16.0,
September 2007). Student ¢ test and Mann—Whitey test
were used to compare means of positive cells in a particular
area of tissue. Spearman’s tho was used to investigate cor-
relation among apoptotic markers expression.

All statistical tests wen two-sided, a p value of 005 was
considerad significant, and analvses were performed wsing
Epi Info 6 (Version 6.04, July 1996), SNPStats [29], and
SPSS (Version 16, September 207).

Results
Characteristics of the stndy population

A total of 514 women were enrol led forthe genotyping study
from Clinical Sites. Two hundred and thiny-one cases yiel-
ded SIL, classified as either LSTL (n = 102) or HSIL
(n = 129), Two hundred eighty-three women showed no
lesions upon gynecological evaluation and were enrolled as
healthy control subjects. Table 1 describes clinical and
behavior data on each study gmoup. Patients (37.79 +
10,14 years old) and controls (46,15 £ 619 years old)
groups social and environmental data were identified such as
ape, self determined ethnicity, tobaceo use, age at first sexual
intercourse, menarche and number of pregnancies. No sig-
nificant difference was found between SIL and control
groups in all co-variables described, except in whacco
use (p = 0009). In the LSIL and HSIL subgroups, the
avermpe apge was 37.13 £+ 1048 and 3831 + 9.87 vears,
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Table 1 Clinical and environmental data

Squamous Inraepithelial lesions Control (n = 283) p
ALL {n= 231} LSIL {n = 102) HSIL {n = 129)
Age years (average + 8D 3179 £ 10014 37.13 £+ 1048 A £ 987 .15 £ 619 0.0
Ethinicity {n, %)
White A0 (34.6) 42 {412) (05 109 {38.5) 0.6%F
Afro-Brazilian 145 (628) 59(578) B6 (66.6) 169 {59.T)
Indigen 2 {09 1 {1 1 {0.8) 20T
Asian-Brazilian 3 (13) ~ IR 1{0.4)
No deeminaied 1 (04) - 1 {0.8) 2{0T)
Tohaomo use {n, %)
Yes 121 (524) 42 (41.2) T9(61.2) 113 {40.00 008"
Mo 110 {47.6) 60 (588) 50 (38.8) 164 (57.9)
Unknown - - - 6(21)
Age at first sexual intercourse {average + ST 17.36 + 388 179 + 43 1695 + 348 1985 + 290 [| e
Menarche (average + 5D 1272+ 16 1275 £ Lad 12711 £ 154 1284 + 168 0.3r
Number of pregnancies (average + S 253+ 191 232+ 201 269+ 183 253+ 126 o3nr

LS losw squamous intrse pithelial lesion, HSTE high squamons intraepithelial lesion

* pvalue, 1 student
B Two sided, from ¥* tea for trend
= p value, two sided, from o test

mespectively, and co-variables were not significant in both
subgroups (data not shown),

BCL2-938C=A and BAX-Z48G=A gene requency
and their sssociations with SIL presence

The penotvpes and allele distributions of BCL2-938C=A
and BAX-2480=A in the 5IL patients and control group are
summarized in Table 2. The observed genotype frequen-
cies of these SNPs were in agresment with Hardy—Wein-
berg equilibrium in the case and control groups in BCL2
(p = 06 and 09, mspectively) and BAX (p = 0.9 and 0,06,
mspectively). No association in genotype and allelic fre-
quencies of BCL2-938C=A polymorphism was observed
between SIL and control groups (Table 2), even when the
SIL group was strmtified into LSIL and HSIL subgroups
(Table 3). No association was identified between LSIL and
HSIL subgmups (p > (05), in any genetic model tested.
There was no significant overall difference when the OR
wis adjusted for univariate model including age, ethnicity,
tobaceo use, age at first sexual intercourse, menanche, and
number of pregmancies or in multivariate anal ysis. These
vanables did not change the risk for SIL development.
BAX-2480¢G genotype was identified as a strong factor
[p= 0001, OR 350 (2.3%-523)] for SIL development,
with G allele carriers showing a 3.38-fold (p < 0.001)

&) Springer

higher risk for SIL development compared to homozy gote
wild-type allele carriers (Table 2). Ther was no significant
difference overall when the OR was adjusted for univariate
or multivariate analysis, When women with LSIL or HSIL
were compared, there were no differences on genotypic or
allelic frequencies. However, when those subgroups wens
compared with the control group, a strong increase in risk
was identified in LSTL and in HSIL women: both GG
genotype [p - 0,001, OR 4.15 (2.48-7.20); p = 0,001, OR
3.14 (1.96-5.03), respectively] and the G allele [p = 0001,
374 (230-6.08); p.<0.001, 3.14 (207-477), respec-
tively] were associated with risk for SIL (Table 3). These
results indicate that GG genotype and G allele may influ-
ence the sk of SIL development, but m its severty.
When the analvsis was adjusted by ethnicity, age, menar-
che, age al first sexual intercourse, number of pregnancies,
amd tobacco use, no interference was found between the
variant penotype and risk of SIL among groups.

BAX-expressing cells were present in all groups and
were rarel v expressed in keratinocvies in the epithelium in
LSIL and control groups, but were notably decreased in the
HSIL group. However, the frequency of BAX-expression
wis enhanced in the basal laver of the epithelivm mainly in
the LSIL group. BCL2-expressing cells in the epithelium
and the stroma wem enhanced in the HSIL group when
compared with LSIL group.
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Tahle 2 Logstic regression analysis of associations between BAX (-2480-<2A) and BCL-2 (938C<A) polymorphisms and risk of squamons

intraepithe lial lesions

Polymomphizms SIL Control P r OR
n =231 (%) n = 283 (%)
Bcl? {-938 C<Af
cC 67 (299 8 (203) (i TIE |
CA 111 {48 132 {46.6) 104
AA 5323 68 (24.1) 097
cC &7 (29) B (95 094" (Tt} 098 (0.E7-1.44)
AA+CA 164 {T1) 200 (T0T)
AA 53 (29) 68 (24.1) e g 094 {(LE-1.47)
CC+ CA 178 {771} 15 (759)
Alleles
C 245 (53 HE (526) 0o il L0 {791,300
A 217 (4T X8 (474)
Bax (-248G<A
GG 182 {TR&) 145 (51.2) Q0001 * 445 1
GA 46 (199) 106 {37.5) EL
AA 3 (13 2 (113) 008
GG 182 {TR8) 145 (51.2) QL0001 4T 35230523
AA + GA 49 213) 138 (48.8)
AA 3(3 (113 QL0000 1™ M0 01 {0.03-0.34)
GG + GA 228 (98 T) 251 (8ET)
Alleles
G 410 (88 T) 6 (69.9) (L0001~ 5208 138 (241479
A 2 {113 170 {30.1)

SIL squamons intraepithelial lesion, OF odds matio
* p value, two sided, from o test for wend
B pvalue, twe sided, from 3 tea)

® BCL2 Hardy—Weinberg equilibrium {p = 043 for SIL and p = 0.27 for control)
* BAX Hardy—Weinberg aquilibrium (p = 0.96 for SIL and p = 007 for control)

Functional BCL2 and BAY evpression and SNPs
association

BCL2938C>A and BAX-24B8G>A SNPS were both
mported to be associated with reduced BCOL2 and BAX
protein expression m cancer [14-18]. To our knowledge
there is no previows mport relating those SNPs and their
protein and mRMNA expression to SIL. Here, sixty-six
samples were selected, based on the availability of cervical
tissue o analyze the association of genotype frequenjies
and both protein and mRN A expression,
BCL-2-expressing intmlesional inflammatory cells were
not influenced by the any of these penotypes. However,
BCL2938CA and A homozygotes had higher distribu-
tiom of BCL-2-expressing cells, only in the cervical stroma
area in the SIL group, compared with comml gmoop
(p=0044, Fg. la, ¢} BCL2-expressing cells had a
mirphology  consistent with that of inflammatory and
fibroblast cells (Fig. la). BCL2 mRNA-expression was not
comelated  with BCL2-938C=A SNPs in either gmoup

(Fig. 1e). These results suggest that the increased BCL2
expressing-cells seen in SIL patients inhibit apoptosis and
activate the mlase of pro-angiogenic factors, which am
crucial for caminogenic process.

In BAX-MBG/A and in ASA homozy gote camiers, fewer
BAX-expressing cells were identified in the intmlesional
epithelium area in 5IL group than in the control group
(p = 0002, Fig. 1h, d). However, BAX mRN A expression
wis more pronounced found in those SIL patients than in
the control group (p = 00039, Fg. 1), suggesting that
HPFY infection might influence the BAX protein down-
regulation and it is genetically correlated, since them was
no difference in BAX G/G homoey gotes carriers.

Discussion
In this case—control study, we assessed the effects of BAX-

2480G=A and BCL2-938C=A polymorphisms on nsk of
cervical intragpithelial lesions. Tt is now well known that

@ Springer



Apopinais

142

A L ung pepr os enmpa d
pusn o e X g peprs oml anfes o
OFEE Fpp 3 worsa) erEped ey snounenbs g g pae saop ey pee e worsa) ErEpelsenu snouenbs g

(IOEr oLl (FAVETS COE 0Ll (ENLN 1T Ll
(L=t T FLE K o D) (65600 96E (88) LTT (ROVS—0ETH FLE THTE o VO (669 S6E (L) £51 o
=Ry
(LER) 15T (Teal #T1 (L) 15T (86} 001 VO + 00
CEEO-EI0T) S0 PEEL ST (1IN TE ok (LSl 170 E1% 0D (E11) TE o o WY
(5 8F B (EETh OF (58P BE1 CRINE! ¥Y¥ + vD
(I s—a6 1 FLE LHED g ODOOOO0T (18 5F1 (Lol 66 TL-HFT SIF OTHD A D000 (16 5F1 (F18h £8 00
] (T ge ok 10 (E 1) TE 61z WY
) (506D Sl (e I K0 (8 LED %l kLl Wi
I HH T o VOO0 (151 581 (L9L) 6 I SLET o MO0 T (18 5F1 (P18 £8 00
g
(6 RF) H9T (TrF Pl (678} 59T (5080 £01 ¥
(T8 1H 0N £ LD SHED (115) 86T (5550 FF1 (1T 1Pl 850 650 SFF0 (118 86T (5 8k} 101 2
Ry
(6EL) 51T () w01 (6ELY 51T (ETLIFL Yo+ 20
[ B R Il 6T (1) §9 (Fall &0 G E=1000 611 L S0 (1) #9 ($LTh it WY
(0L 00T (60 68 (L 0L 00T (WELY SL YY + ¥
(0L =660 ST Tro SELD (Eail £8 (1€} O O [=T50h 50 OE'D SR (E6)h €8 (Pugh L2 22
9L (1) 59 (Fal st Lol (110) %% (§LTh 8t WYy
1l warh TEl (w6 [Cinl (% arh TEl (519 L ¥
I i HED (et £ (1D OF I i L5 (E6) 68 (FOTh LT 22
k|
(BT =0 (BRI =0 (HIEFT =0 (WOl =u
HO it d [y TI5H HO it a [y MNE1
(1L = u} s

sugped (e aprkbenn snoumnbs jo yEp pue auspplowSpod (3 =806 220F PEE OVE00ETS) XV Ui SoaRRnowe [0 sl e uopsaial onaio] § el

Springer

8



Apoplosis

Protein-expressing cellsimm? ©
o

-
cC GMAA‘ (= C.I.I:Aul.
Contral SIL

E

00 = o

e —

£

=

-

& .

2 o-

& CC CAMA  CC  CAAA-

2004  Control SIL )

Fig. 1 Distribution of BCL2 {a, ¢) and BAX (b, d) expressing cells in
werine cervix from squamaous intraepithelial lesions (SIL) and control
grougs canrying BCL2-9380=A or BAX-2480=A polymorphism was
detected by immunohigoche mistry in epithelium (white Bars), basal

both neoplastic events and cancer initiation are influenced
by pgenetic background. Control of cell pmlifemtion is
achieved by balance between the regulation of apoptosis
and cell cvele genes,

When social and environmental data were analyzed, no
significant association was found between SIL and control
groups in all co-variables described, except in tobacoo
use, The effects of smoking have been examined in many
casgs—control studies, and tobacco smoking has been seen
o increases the risk of developing HSIL and cervical
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layer of epithelivm (lighs groy bars), stroma (dark gray bars) and
pervasculaanes (Mack bars); and by mRMA expression (e, f). Images
ina (200, inset 4000 ) and b (200:) are representative from patients
with SIL

cancer [23]. Nicotine and its major metabolite (colining)
were increased 4 and #0-fold in the cervical mucus of
healthy female smokers and women with CIN, respec-
tively [24]. Moreover, DNA mpair defects related 1o
carcinopgenesis and DNA damage were found in the cer-
vical tissue of smokers. Benzofa]pyrene (BaF), identified
a% @ prime carcinogen in cigarette smoke, was detected in
cervical tissue, and DN A adducts were present in smokers
twice as often as in noncurrent smokers. Further, cell
growth and DNA damage induced by BaP were higher in
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HFV-16 immortalized cervical cells than in normal tissoe
[25].

BCL2 was initially identified as an anti-apoptotic reg-
ulatory prodein [26], but it also serves as an inhibitor of
proliferation [27]. The functional imphcation of BCL2 mn
tumdrigenesis is ambiguous, as the mnti-apoptotic effect
may be oncogenic while the anti-proliferative effect
appears tumor-suppressive. Which of the dual functions
predominates seems o be tissue specific. This may explain
why the prognostic implication of BCL2 expression
depends on cancer type. In a previous swdy [21], we
evaluated the presence of BCL2 and BAX-expressing cells
in cervical lesions, according the degree of lesions, and
BCL2 expression was observed mainly in HSIL women
when compared with LSIL and control groups, favoring
carcinogenesis. In accordance, BCL2 expression  was
associated with decreased survival in leukemia and prostate
cancer [28, 29], whereas in colorectal [30, 31] and breast
cancer, it was related to favorable outcome.

Moreover, the association of BCL2 polymorphisms to
cancer and other diseases is still comtroversial. In this
study, the single-locus analysis for BCL2938C=A poly-
marphism did not reveal any significant association with
SIL development. No study has been reported mganding the
association of BCL2 polymorphism with SIL, cervical
cancer or HPY infection. Kuhlmann et al. [32] and Chen
et al. [X] did not identify any association betwesn BCL2-
GF8C=A polymorphism and risk of multiple sclerosis or
squamous cell carcinoma of the head and neck, MNever-
theless, the BCL293BASMA penotyvpe has been associated
with increased BOL-2 expression and identified as a novel
unfavorable genetic marker in patients with B-chromic
lymphocytic leukemia (CLL) and lung cancer [10, 33].
Hirata e al. [34] observed that BCL29380C/C carriers
showed higher biochemical meurrence in prostate cancer
than -938C/A and A/A genotypes carriers. Additionally, in
oropharyngeal squamous cell carcinoma, the BCL2-9380
A penotype was associated with relapse and survival [11].

The functional BCL2-938 C=A promoter polymorphism
is located in the inhibitory P2 promoter region. C and A
alleles differentially bind transeription factors and affect
promoter activity. The C allele shows altered binding of
transeription factors, increased activity of inhibitory pro-
moter P2 and therefore decreased expression of BCL2 [35].
In this study, we evaluated the possible correlations
between BOL2  polymorphism  and  its  phenotypical
expression (protein and mRNA) in SIL patients. A prior
publication [12] demonstrated that significantly higher
BCL2 mRNA expression in prostate carcinoma patients
hathoring the A4 genotype. However, this study did not
quantify BCL2 expressing cells or determine their distri-
bution in cancer tissue. Dur study 15 the first o identifly the
comelation betwesn BCL2 protein and mRNA expression in

@ Springer

cervical lesions. A higher distribution of BCL 2-expressing
cells was observed, only in C/A + AJA penolypes carriers,
in cervical stroma, when SIL patients were compared with
cimtrol subjects, without association with mBNA expres-
siom. Two possible explmations may justify this discrep-
ancy. Frst, the mRNA expression was performed in whole
cervical tissue homogenates and not specifically in stroma.
Additionally, a high concentration of a pafticular protein
does not necessarily mean that the corresponding pene is
being highly expressed at the moment of measurment.
Second, the epigenstic DNA-modification induced by
methylation s6ll not clearly defined in cervical lesions
induced by HPV- infection. Epigenetic gene silencing via
dense DNA methylation within CpG o islands has been
demonstmted in HPV-associated cervical cancer, Tumor
suppressor genes (TS0Gs), that have an important mole in the
pathogenesis of cervical cancer, are common targets for
pene silencing in this disease [36]. The identification of a
panel of aberrantly methylated TSGs mpresent a wide
spectrum of tunor suppressive iimctions, as cell signaling,
gene transcription, cell cyele, apoptosis, and cell adhesion,
and has great promise to provide a powerful set of DNA
methylation biomarkers for use in disease diagnosis andfor
prognosis [37] To cladfy this inconclusive association,
other studies may be addressed o correlate the higher BCL2
expression in cervical stroma area instead in the epithelial
ama where HPV infection occurs, including the role of
methylation in BCL2 gene.

BAX is a pro-apoptotic prodein and controls apoptosis
by regulating mitochondrial outer membrane permeabi-
lization [38]. Increased BAX expression may contribute to
better prognosis to apoptosis in sevem] cancers, such as
hepatocellular carcinoma [39], colorectal cancer [40] and
nasopharyngeal carcinoma [41]. In cervical cancer, it is
still controversial. One study showed no prognostic sig-
nificance [42] and two showed a negative cormelation [43].
In a previous study from our group [21], we observed
decmased BAX expression in HSIL, compared with LSTL
and control groups, suggesting that this protein has a piv-
otal role in the carcinogenic process.

In relation to BAX-238G=A polymorphism, we 1denti-
fied a strong association (p = (U001 ) betwesn GG genotype
and G allele with a risk for STL development. There is no
study in the literature correlating BAX-248G=A polymaor-
phism and development of 5IL or cervical cancer. How-
ever, its role in cancer is controversial. The G allele of this
SNP has the same profile in lung cancer [44]. On the other
hand, FAX-2484/ penotype was mlated o cancer pro-
gression and failure 1o achieve complete msponse o ther-
apy in B-CLL [15] and squamous cell carcinoma of the
head and neck [45].

The functional study comparing the BAX-248G=A
genotypes with the phenotypic profile (protein and mRNA)
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showed an evident BAX mBNA, and a decreased expres-
sion of BAX pmtein, in SIL patients carying BAX-238
G/G and GFA genotypes. These results may suggest that
HPY can inhibit the BAX protein expression in cervical
lesion as reported by others. Oh et al. [46] demonstmted
that HPV-ES decreased BAX expression thmugh the
stimulation of protein degradation by an ubiguitin-proten-
some-dependent pathway without decreased mRMNA levels.
Besides, Li et al. [47] observed that the levels of the
microRN A miR-f86-3p were ovemxpressed in human
cervical squamous cell carcinoma (CSCC) cell lines, SiHa,
and lowered BAX expression knockdown of this miRNA
mecreased BAX protein and apoptotic cell death in cells of
the CSOC. Additionally, HPV infection has been reported
to play an anti-apoptotic role by the inhibition of BAX
activity post-transcriptionally, which is cansed by the
stimulation of p33 degradation [48].

In conclusion, our data from a relatively large case—
control study provides evidence that G allele carriers in the
promoter regions of BAX-248G= A 15 related to nsk of SIL
development, but not o the disease severity. Additionally,
we suggest a possible role for HPY infection in BAX
protein expression inhibition, decreasing cell death, and
favoring cervical caminogenesis.
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11.3 Parecer do Comité de Etica em Pesquisas

INSTITUTO NACIONAL DE
INFECTOLOGIA EVANDRO ~ “§ @""""m ome
CHAGAS - INI / FIOCRUZ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Identificagio de marcadores de prognéstico através da modulagao da expresséo de
metaloproteinases e sua participagao na carcinogénese cervical

Pesquisador: Maria da Gléria Bonecini de Almeida

Area Temitica:

Versdo: 3

CAAE: 35589314.0.0000.5262

Instituigio Proponente: INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS - INIfFIOCRUZ

Patrocinador Principal: Fundagio Oswaldo Cruz

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.541.577

Apresentagéo do Projeto:
Trata-se de Emenda ao projeto aprovado por este CEP — Parecer 951.235, datado de 11/02/2015.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

|dentificar marcadores prognésticos associados a carcinogénese cervical em relag@o a expressao e
modulagio de metaloproteinases (MMPs) por citocinas pré-inflamatdrias, éxido nitrico (NO), prostaglandina
E2 (PGE2), ephrin e EphA2,

Objetivo Secundario:

- |dentificar e associar a expresséo fenotipica das MMPs 2, 7 e 9 e de seu inibidor TIMP-2, ephrin e do
receptor EPhA2, NOS2 e TNF- nas lesbes de colo uterino como marcadores de carcinogénese.

- Identificar e associar a expressdo de PGE2 nas lesdes de colo uterino como marcadores de
carcinogénese.- Avaliar a modulagéo das MMPs, EPhA2, ephrin e PGE2 por TNF-, IL-6, IL-8, IL-17 e NOS2
in vitro em linhagens de queratinécitos cervicais.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Permanecem os mesmos descritos no Parecer 951.235.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Esta Emenda tem como objetivo a inclus&o de um novo centro colaborador, ou seja, o Instituto de

Enderego: Avenida Brasil 4365

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municiplo: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3865-9585 E-mall: cep@ini.fiocruz.br

Pagina 01 de 03



Continuagao do Parecer: 1.541.577

INSTITUTO NACIONAL DE

INFECTOLOGIA EVANDRO

CHAGAS - INI / FIOCRUZ

R ™™

Ginecologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, autorizando a coleta de material
(fragmentos de biopsia do colo uterine), de pacientes atendidos no Ambulatério de Patologia Cervical e

Colposcopia.

Considerag6es sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria;

Foi apresentada uma Carta de Anuéncia do Instituto de Ginecologia - UFRJ, datada de 20 de abril de 2016,
assinada pelo seu Diretor, Prof. Dr. Gutemberg Le#io de Almeida Filho.

Recomendagbdes:
N&o ha recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

N&o ha pendéncias e nem inadequagdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

E necessaria a aprovag#o do projeto pelo CEP do Instituto de Ginecologia da UFRJ, que no caso é

coparticipante.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas | PB_INFORMAGOES_BASICAS_704785] 26/04/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 12:29:30
Qutros Carta_Anuencia.pdf 26/04/2016 |Maria da Gléria Aceito

12:20:12 |Bonecini de Almeida
[Outros TERMO DE COMPROMISSO E 03/02/2015 Aceito
RESPONSABILIDADE.doc 15:29:14
QOutros Regulamento de Biorepositério.pdf 03/02/2015 Aceito
15:28:50
Qutros Memorando CEP escaneado.pdf 03/02/2015 Aceito
15:28:26
Qutros Declaragéo de submissdo ao CEP- 03/02/2015 Aceito
CONEP.pdf 15:27:55
Qutros Anuéncia da execugéo - IFF.pdf 03/02/2015 Aceito
15:27:15
Qutros PROJETO CEP - versdo 2015.docx 03/02/2015 Aceito
15:26:20
Qutros TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE | 03/02/2015 Aceito
E ESCLARECIDO - GRUPO 15:25:55
CONTROLE - versdo 2015 .doc
Qutros TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE | 03/02/2015 Aceito
E ESCLARECIDO - CASQOS - versio 15:25:34

Enderego: Avenida Brasil 4365

Balrro: Manguinhos

CEP: 21.040-360

UF: RJ Municlple: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)3865-9585

E-mall: cep@ini.fiocruz.br
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INSTITUTO NACIONAL DE
INFECTOLOGIA EVANDRO %""‘“‘F"‘M e
CHAGAS - INI / FIOCRUZ

Continuagao do Parecer: 1.541.577

Outros 2015.docx 03/02/2015 Aceito
e — 16:25:34 .
Projeto Detalhado / | PROJETO CEP.docx 03/09/2014 Aceito
Brochura 13:37:36
| Investigador -
Folha de Rosto Folha de Rosto_.pdf 02/09/2014 Aceito
13:42:20
Outros QUESTIONARIO.docx 04/08/2014 Aceito
.. 15:52:05
TCLE / Termos de |TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE | 04/08/2014 Aceito
Assentimenta / E ESCLARECIDO (TCLE).docx 15:50:56
Justificativa de
Auséncia
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao

RI E JANEIRO, 12 de Maio de 2016
éiﬁ. 8oVl

Assinado por: La‘“‘\‘b-;::‘
Léa Ferreira Camillo-Coura  _¢eccei®% [0 ¢,
{Coordenador) " Foordet® Cem PE3Tg620
de N Toe 03 out
Hal.-:é'i\(‘ | \QL
Enderego: Avenida Brasil 4365
Balrro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municiplo: RIO DE JANEIRO
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11.4 Carta de Anuéncia IG/UFRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE GINECOLOGIA

CARTA DE ANUENCIA

Eu, Gutemberg Leio de Almeida Filho, diretor do Instituto de
Ginecologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, estou ciente ¢ autorizo a coleta
de material (fragmento de biopsia do colo uterino), de pacientes atendidas no
Ambulatério de Patologia Cervical e Colposcopia, para serem utilizadas na Tese
“IDENTIFICACAO DE MARCADORES DE PROGNOSTICO ATRAVES DA MODULACAO DA

EXPRESSAO DE METALOPROTEINASES E SUA PARTICIPACAO NA CARCINOGENESE

CERVICAL.’da aluna Natélia Pereira da Rocha do Curso de Doutorado de Pesquisa

Aplicada na Saude da Crianga e da Mulher do Instituto Fernandes Figueira.

Rio de Janeiro, 20 de Abril de 2016.

AR
b

Prof. Dr. GutembgtgY.edo de Almeida Filho
Dirgtor
Instituto de Gin¥cologia - UFRJ

’%Gmemberg L. de Amadia Fihg
Diretor A
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