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RESUMO

Termini, L. Expressio diferencial de genes em células imortalizadas por
papilomavirus humano expostas ao TNFa. Sdo Paulo; 2000. [Tese de mestrado —

Fundagdo Anténio Prudente].

A infeccdio pelo papilomavirus humano (HPV) tem sido descrita como principal fator
etiologico associado ao desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC),
lesdes precursoras do carcinoma da cérvix uterina. O estabelecimento das infecgdes
iniciais pelo HPV pode ser influenciado pela resposta imune local mediada por células,
conforme sugerido em estudos moleculares e epidemiolégicos. Os mecanismos imunes
contra lesdes HPV-induzidas incluem a participagdo direta e indireta de diversas
citocinas imunoregulatérias. Entre elas, o fator de necrose tumoral a (TNFa),
demonstrou um potente efeito antiproliferativo em queratindcitos normais, podendo
atuar efetivamente no controle da proliferacdo celular in vivo. Esta citocina inibe a
proliferacdo de queratinécitos humanos imortalizados com HPV16, enquanto que os
queratindcitos imortalizados por HPV18, apresentam um fenétipo resistente ao TNFa.
Contudo, as bases moleculares desta diferenca ndo estdo bem estabelecidas. O objetivo
do presente estudo foi analisar os diferentes efeitos do TNFa na proliferacdo de
queratindcitos imortalizados por HPV16 e 18, através da observagdo dos niveis de

expressio de duas proteinas regulatérias do ciclo celular: p16 e p21. Além disso,



empregou-se a metodologia de “Differential Display RT-PCR” (DDRT-PCR), para
detecgdo e identificacdio de genes diferencialmente expressos entre as linhagens
resistentes e sensiveis ao TNFa. Linhagens celulares foram tratadas com 2nM de TNFa
por 60 horas e os niveis de expresséo de p16 e p21 foram avaliados mediante “Northern”
e “Western Blot”. Tanto os niveis d¢ mRNA, quanto de proteina p21, parecem ser
induzidos pelo TNFa apenas na linhagem imortalizada por HPV16. Embora os niveis de
mRNA de pl6 ndo tenham variado entre as linhagens, a concentragdo desta proteina
parece estar diminuida na linhagem imortalizada por HPV18. Diversos transcritos
diferencialmente expressos foram identificados pela técnica DDRT-PCR, tais como, os
correspondentes as proteinas MHC-IB, MCP-1, laminina 5a3B e palmitoil transferase.
Sua ag¢do ndo pode ser diretamente correlacionada a um suposto mecanismo que
explicasse a diferenca de sensibilidade proliferativa demonstrada entre as linhagens
imortalizadas por HPV16 e 18, expostas ao TNFa. Entretanto, a expressdo diferencial

destes genes poderia estar associada a progressdo das lesGes cervicais induzidas pelo

HPV.



SUMMARY

Termini, L. Expressdo diferencial de genes em células imortalizadas por
papilomavirus humano expostas ao TNFa. [Differentially expressed genes in human

papillomavirus immortalized cell lines exposed to TNFa]. Sdo Paulo (BR); 2000. [Tese

de mestrado — Fundagdo Anténio Prudente].

Human papillomavirus (HPV) infection has been shown to be the major etiologic factor
in the development of cervical intra-epithelial neoplasia (CIN), the precursor lesion of
carcinoma of the uterine cervix. Initial HPV infection outcome may be influenced by
cell-mediated local immune response as suggested by epidemiological and molecular
studies. Immune effector mechanisms against HPV infected lesions include the direct
and indirect participation of various immunoregulatory cytokines. Among them, tumor
necrosis factor-alpha (TNFa) has been shown to have a potent anti-proliferative effect
on normal keratinocytes and may play an important role in the in vivo control of their
growth. This cytokine inhibits the proliferation of HPV16 immortalized human
keratinocytes, whereas the same cells immortalized by HPV18 exhibit a TNFa resistant
phenotype. However, the molecular basis of this difference is not well understood. The
aim of the present study was to analyze the different effects of TNFo on the

proliferation of human keratinocytes immortalized with HPV16 and HPV18, through the



analysis of pl6 and p21 expression levels, known cell cycle regulatory proteins.
Furthermore, "Differential Display RT-PCR" (DDRT-PCR) was performed for detection
and identification of differentially expressed genes between the TNFa sensitive and
resistant cell lines. Cell cultures were treated with 2 nM TNFa for 60 hours and the
levels of expression of pl6 and p21 genes were determined by Northern- and Western-
blot. Both p21 gene transcripts and protein levels have been induced after treatment with
TNFa only in HPV16 immortalized cells. On the other hand, the amount of p16 mRNA
did not vary between the different cell lines, but the p16 protein levels seem to be lower
in the HPV18 immortalized cell line. Several differentially expressed transcripts were
identified by the DDRT-PCR, corresponding to MHC-IB, MCP-1, laminin 503B and
palmitoyl transferase. Their role in vivo could not be directly correlated with a
mechanism that would explain the differential sensitivity to the anti-proliferation effect
of TNFa on HPV16 and 18 immortalized cell lines. However, the differential expression

of these genes might be associated to the progression of cervical lesions induced by

HPV.
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1. Introducio

1.1. Carcinoma do Colo Uterino

1.1.1. Epidemiologia

O carcinoma do colo uterino ¢ um dos mais freqiientes na populagdo feminina.
Embora este tipo de neoplasia seja passivel de prevengdo e cura por meio de programas
preventivos de saude, suas taxas de mortalidade e incidéncia estdo entre as mais
elevadas entre os tumores malignos que acometem as mulheres. Aproximadamente
450.000 casos novos sdo diagnosticados a cada ano no mundo (SHERLAW-JOHNSON
et al., 1997), sendo esta neoplasia responsavel por aproximadamente 203 mil dbitos
anualmente, dos quais 80% em paises em desenvolvimento (PISANI ez al., 1993). Ao
contrario de paises desenvolvidos, as taxas de mortalidade por cancer do colo do utero
continuam elevadas no Brasil e, do ponto de vista temporal, permanecem estaveis desde
1985. O numero de 6bitos e casos novos esperados para o ano 2000 em todo pais, sdo
respectivamente, 3.625 e 17.251. Estes numeros correspondem as taxas brutas de
mortalidade e incidéncia de 4,25/100.000 e 20,48/100.000, respectivamente (INCA,
1999). A maior incidéncia mundial verificada para esta patologia estd na cidade de
Recife (Pernambuco), com uma taxa de aproximadamente 80/100.000/ano (FRAUMENI
JR. et al., 1993; revisado por IARC Working Group, 1995). A associagdo da alta

incidéncia de carcinoma do colo uterino em regiGes menos desenvolvidas parece estar



ligada a uma combinagéo de fatores como desnutri¢do, falta de prevengdo para as lesdes

precursoras, alto indice de paridade e higiene (revisado por FRANCO et al., 1997).

1.1.2. Histopatologia

O carcinoma do colo uterino parece ser conseqiiéncia da evolu¢do continua de
lesdes precursoras ndo-invasivas, caracterizadas por atipias celulares denominadas
displasias. Estas lesdes, denominadas neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC), podem
ser divididas em trés categorias baseadas no grau de diferenciacdo epitelial: NIC I
(alteragdo displasica até um ter¢o do epitélio), NIC II (acomete de um a dois ter¢os do
epitélio) e NIC III (de dois tergos a espessura total do epitélio alterado, onde se inclui o
carcinoma in situ). Outro tipo de classificagdo que vem sendo utilizada € a de Bethesda,
que divide as lesdes em intra-epiteliais escamosas de baixo grau (inclui NIC I) e lesdes
intra-epiteliais escamosas de alto grau (inclui NIC II e NIC II) (National Cancer

Institute Workshop, 1989).

1.1.3. Fatores de Risco

O carcinoma do colo uterino comporta-se epidemiologicamente como uma
doenca sexualmente transmissivel (revisado por zur HAUSEN, 1996). Os principais
fatores de risco sdo: baixo nivel sdcio-econdémico, inicio precoce da atividade sexual,

multiplos parceiros, multiparidade, tabagismo, uso de contraceptivos orais e infec¢do



pelo papilomavirus humano (HPV) (MUNOZ e BOSCH, 1996; revisado por

WINKELSTEIN JR, 1990).

Virios estudos epidemiolégicos apontam o HPV como principal agente
etiologico do carcinoma do colo uterino (FRANCO et al., 1999; LORINCZ et al., 1992;
SCHIFFMAN et al., 1993; WALBOOMERS et al., 1999). A infec¢do anogenital por
HPV ¢é preferencialmente transmitida através do contato sexual e sua incidéncia € mais
elevada em mulheres jovens (revisado por I[ARC Working Group, 1995).
Conseqiientemente, diversas correlagdes foram observadas em relagdo a infecgdo por
HPV, como o nimero de parceiros sexuais, idade da primeira relagdo sexual, maior
nimero de coitos semanais, parceiros de alto risco e baixo nivel sdécio-econdmico
(BAUER et al., 1993; CASTELLSAGUE et al., 1997). A associagdo a outros fatores de
risco na carcinogénese HPV- induzida, como o tabagismo, paridade e o uso de
contraceptivos orais, ainda é controversa (MUNOZ e BOSCH, 1996; VILLA e

FRANCO, 1989; revisado por VILLA, 1997).

Alguns estudos transversais, relatam que de 20 a 40% das mulheres sexualmente
ativas com citologia cervical normal, apresentam infec¢do por HPV (EVANDER ef al.,
1995). Por outro lado, em mulheres com lesdes intra-epiteliais de baixo e alto grau, a
prevaléncia deste tipo de infeccdo varia de 50 a 90% e nas mulheres que apresentam

tumores cervicais de 93 a 99,7% (BOSCH et al., 1995; WALBOOMERS ef al., 1999).



1.2. Papilomavirus Humano (HPV)

1.2.1. Genétipos e Classes

Até o momento, 85 tipos de HPV foram identificados e completamente
seqiienciados, muitos dos quais envolvidos em processos neoplasicos, como o carcinoma
do colo uterino. Destes, mais de 40 tipos infectam o trato ano-genital (revisado por zur
HAUSEN, 2000). A classificagdo dos tipos de HPV é feita com base na homologia de
suas seqiiéncias de DNA. Atualmente, variagdes no genoma nos genes L1, E6 e E7
menores que 2% sdo consideradas como variantes de tipos de HPV, varia¢des entre 2 e
10% como subtipos e variagdes maiores que 10% como novos tipos de HPV

(BERNARD et al., 1994).

Os HPVs sdo epitéliotropicos, possuindo especificidade por diferentes sitios
anatémicos. Podem ser divididos em trés classes: 1) tipos que acometem mucosa €
genitais; 2) tipos ndo-genitais e 3) tipos especificos da epidermodisplasia verruciforme,

doenga rara, caracterizada por lesdes cutdneas verrucosas disseminadas.

Os tipos ndo-genitais infectam a pele e causam as verrugas comuns ¢ plantares,
lesdes com probabilidade muito baixa de malignizagdo. Os tipos genitais sdo
encontrados principalmente na vulva, colo uterino, pénis e dnus, mas podem causar
lesdes também na cavidade oral, faringe e laringe (revisado por IARC Working Group,

1995).



1.2.2. Associac¢do com Carcinoma do Colo Uterino

Os tipos de HPV que infectam o trato anogenital podem ser classificados
segundo o risco de estarem associados ao desenvolvimento de lesdes neoplasicas do colo

uterino (revisado por zur HAUSEN, 1996):

e tipos de baixo risco oncogénico — (HPV 6, 11, 42, 43 e 44) associados a lesdes

benignas do colo uterino e a verrugas genitais;

e tipos de alto risco oncogénico — (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45 e 58) associados a

lesdes intra-epiteliais de alto grau, especialmente carcinomas uterinos invasivos.

Estudos caso-controle contribuiram para o esclarecimento da associagdo
epidemiologica entre a infeccdo por HPV e o céncer cervical. Mulheres com infecgdo
por HPV tém risco relativo em média 50 vezes maior de desenvolver cdncer cervical,
quando comparadas as mulheres ndo portadoras deste tipo de infecgdo (ROZENDAAL

et al., 1996).

A histéria natural da infec¢cdo por HPV ainda ndo esta completamente elucidada.
Observou-se que a maior parte das infecgdes ndo leva ao aparecimento de lesdes
visiveis, podendo ser de fato eliminadas pelo sistema imune em curto periodo de tempo
(revisado por TARC Working Group, 1995). Contrariamente, observou-se que alteragdes
severas no sistema imune resultaram em uma maior prevaléncia das infec¢des por HPV

clinicamente aparentes (KIVIAT et al., 1993).



Embora a maior parte das infec¢des por HPV seja transiente, ha um pequeno
nimero de mulheres com infec¢do persistente pelo virus, nas quais a presenca de um
mesmo tipo de HPV ¢é detectada mais de uma vez, durante determinado periodo de
tempo. Estas mulheres tém risco maior de desenvolver neoplasias cervicais, quando
comparadas a mulheres que eliminaram a infec¢do pelo HPV (EVANDER ef al., 1995;
FRANCO et al., 1997, HILDESHEIM et al.,, 1994; HO et al., 1995; KOUTSKY et al.,
1992). Desta forma, a infecgdo persistente € um dos passos cruciais para o
desenvolvimento das lesdes cervicais. Estudos relatam maior persisténcia viral em
mulheres acima dos 30 anos e com infec¢des por HPVs de alto risco oncogénico
(HILDESHEIM et al, 1994) ou com a presenga de alta carga viral nas lesdes

(CABALLERO et al., 1998; CUZICK et al., 1995).

Geralmente, ocorre um intervalo de tempo relativamente longo entre a infec¢do
primaria por tipos de HPV de alto risco oncogénico e o desenvolvimento de neoplasias
intraepiteliais cervicais, carcinoma in situ e cancer invasivo (NOBBENHUIS et al,
1999). Neoplasias intraepiteliais cervicais tém um pico de incidéncia entre 25 e 30 anos
de idade, enquanto que a incidéncia de cancer cervical esta entre 55 e 65 anos, podendo
ser mais precoce em certas popula¢des incluindo o Brasil (revisado por IARC Working
Group, 1995). Esta observagédo sugere que o periodo de laténcia é de muitos anos entre a
infec¢do inicial € o desenvolvimento da neoplasia intraepitelial e que a progressdo para
cancer invasivo provavelmente requer entre 20 e 30 anos (revisado por zur HAUSEN,

1996).



A caracterizagdo de fatores associados a persisténcia do virus, poderia estar
identificando mulheres que estdo sob maior risco de virem a desenvolver uma neoplasia
cervical maligna. Varios estudos vém sendo realizados com o objetivo de identificar
determinantes potenciais da detec¢do persistente de HPV nas células cervicais

(FRANCO et al.,, 1999).

Entre 50 e 60% dos tumores apresentam HPV16, enquanto que a detecg¢do de
HPV18 varia de 10 a 20% nas amostras de cancer cervical. Sabe-se ainda, que na
auséncia de lesdes citologicas (SIL), tipos de HPV de alto risco oncogénico, em

particular HPV16, tendem a persistir mais do que os tipos de baixo risco oncogénico

(BOSCH et al., 1995; FRANCO et al., 1997).

1.2.3. Estrutura e Funcio das Proteinas Virais

Os papilomavirus sio um grupo de pequenos virus de DNA, pertencentes a
familia Papovaviridae, capazes de infectar animais e homens. Sdo virus epiteliotropicos,
altamente espécie-especificos, ndo havendo nenhum exemplo de papilomavirus de uma
espécie causando infec¢do produtiva em outra espécie (HOWLEY, 1996; revisado por
TARC Working Group, 1995). O didmetro das particulas virais é de aproximadamente
50nm. Trata-se de virus ndo-envelopados, com simetria icosaédrica € com um genoma
dupla fita, circular de aproximadamente 8000 pares de base (8Kb). O DNA encontra-se
associado a proteinas similares as histonas e é envolvido por 72 capsémeros formados

por duas proteinas estruturais (L1 e L2) (HOWLEY, 1996).



O genoma esta dividido em regides denominadas ORFs (Open Reading Frames
ou Unidades de Traduc¢do), as quais se encontram em uma mesma fita de DNA e hoje
sdo reconhecidas como genes. Com relagdo a organizagdo do genoma viral, trés
fragmentos subgendémicos podem ser identificados: regido precoce (Early), regido tardia
(Late) e a regido denominada LCR (Long Control Region) ou NCR (non-coding region).
Sete ou oito genes estdo localizados na regido precoce e dois na tardia. Os genes da
regido precoce, denominados de E1, E2,.., E8, tém fun¢do no controle da replicagdo e da
transcrigdo do DNA (E2, E8) e, na transformagdo celular (ES, E6 e E7). Os genes L1 e
L2, localizados na regido tardia, codificam as proteinas principal e secundéria do
capsideo, respectivamente, e ambas sdo seqiiéncias altamente conservadas entre todos os
papilomavirus (BERNARD et al., 1994) (Figura 1). Contrariamente aos genes precoces,

os genes tardios sdo expressos nas camadas superficiais do epitélio infectado por HPV.
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Figura 1- Mapa fisico do genoma do HPV 16, com a regido precoce (E) e a regido tardia
(L); o promotor Py7 (r*) ¢ a LCR que corresponde a regido regulatoria
(revisado por VILLA, 1997).



A regido LCR encontra-se entre L1 e E6, em uma regido de 500 a 1000 pares de
bases, onde ndo existe uma ORF de tamanho detectavel (CHAN et al., 1989). Essa
regido contém a origem de replicagdo de DNA, vérios promotores para a sintese de
mRNA e seqiiéncias reguladoras da transcricido (BROKER, 1987; BROWN e FIFE,
1990). O produto de transcri¢do viral € um RNAm policistronico que pode ou ndo ser
processado e ter, como resultado final do processo traducional, mais de uma proteina a

partir de uma mesma seqiiéncia codificadora (ARENDS ef al., 1990).

A proteina viral E1 € uma helicase, que forma complexo com E2, uma proteina
reguladora da transcrigdo viral. Ambas parecem interagir com fatores celulares
envolvidos na replicagdo do DNA do HPV (ANDROPHY, 1994). O gene E2 codifica
pelo menos duas proteinas diferentes que atuam como fatores de transcri¢do
(BOUVARD et al, 1994). Elas afetam diferentemente a expressdo génica viral e
representam os principais reguladores intra-gendmicos através da formagdo de dimeros
em sitios especificos de ligagdo presentes na LCR (THIERRY e YANIV, 1987). O
rompimento e/ou dele¢do do gene E2, devido a integragdo do genoma viral no celular,
sdo eventos freqiientemente observados em bidpsias de tecidos tumorais e linhagens
celulares derivadas de neoplasias malignas do colo uterino (SCHWARZ et al., 1985).
Além disso, mutagdes nos genes E1 e E2 aumentam a capacidade do HPV 16 imortalizar
células in vitro (ROMANCZUK e HOWLEY, 1992; VERNON et al., 1997). Estes
eventos levaram a supor que altera¢cdes no gene E2 facilitariam a transformagdo de

c€lulas humanas e a progressdo para um fenétipo maligno (revisado por zur HAUSEN,
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1996). No desenvolvimento do cancer cervical, a rompimento do gene E2 parece ser um
evento tardio. visto que na maior parte das lesdes pré-malignas este tipo de alteragdo ndo
ocorre (DURST et al., 1992). Existem alguns estudos que relatam a integra¢do antes das

lesoes NIC II (LEHN er al., 1988).

O papel da proteina E4 ainda ndo estd bem elucidado. Esta proteina parece ser
incorretamente classificada como um produto génico precoce, uma vez que sua detec¢do
ocorre apenas nas camadas mais diferenciadas ou superficiais do epitélio infectado pelo
HPV (PALEFSKY et al., 1991). Sugere-se que a proteina E4 esteja envolvida na
maturacdo e na liberagdo das particulas virais para o meio extracelular (revisado por zur

HAUSEN, 1996).

A proteina E5 é a principal proteina transformante dos papilomavirus bovinos
(SCHILLER et al., 1986), por outro lado, nas células infectadas por HPV, esta proteina
ndo tem o mesmo efeito (PIM e COLLINS, 1992). Em lesdes precursoras de baixo grau,
encontram-se altos niveis desta proteina, sugerindo alguma fungdo (ainda ndo
estabelecida) nos estagios precoces da infecgdo por HPV. Contrariamente, o gene E5
esta freqiientemente deletado em células de carcinomas cervicais, indicando a auséncia
de um papel essencial para a manutengdo do fenétipo maligno nestas células (revisado

por zur HAUSEN, 2000).

O produto do gene E6 consiste em uma proteina nuclear de cerca 150
amino4cidos, que se liga ao produto do gene p53, levando a sua degradacéo pela via de

protedlise dependente de ubiquitina (SCHEFFNER et al.,1990 e 1993). Esta interagdo
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foi a primeira a ser descrita e € a mais conhecida dentre as diversas € ndo tdo bem
elucidadas interagdes da proteina E6 (revisado por zur HAUZEN, 2000). A proteina p53
¢ uma fosfoproteina nuclear de 53 Kda, cuja fun¢do primordial € a manutencdo da
integridade genomica através da regulagdo do ciclo celular. Apés uma infecg¢do viral,
estresse celular ou dano ao DNA, p53 se acumula na célula promovendo a parada do
ciclo celular em GO-G1, interrompendo desta forma o processo de replicagdo celular.
Em determinadas situagdes, p53 tem a capacidade de desencadear o processo de
apoptose, uma forma de morte celular programada (revisado por LEVINE, 1997). A
degradagdo de p53 promovida por E6 elimina este tipo de controle, levando a
instabilidade genomica das células infectadas por HPV. Apenas proteinas E6 de HPVs
de alto risco sdo capazes de degradar p53 (CROOK et al., 1991; LECHNER e
LAIMINS, 1994). Mais recentemente, STOREY et al.. (1998), observaram que E6 de
HPV11 (baixo risco) também seria capaz de degradar p53, entretanto, de forma bem
menos eficiente do que E6 de HPVs de alto risco. Este mesmo grupo, sugeriu que a
forma arginina homozigota do cddon 72 de p53 ¢ mais susceptivel & degradagéo por E6
que as formas prolina homozigota ou heterozigota. Foi demonstrado que E6 de HPV16
ativa telomerase em queratinécitos e células epiteliais mamarias em estagios precoces da
infecgdo por HPV (KLINGELHUTZ ef al., 1996). Outras intera¢des de E6 de HPVs de

alto risco ocorrem com:

1) proteina celular E6BP (E6 binding protein) (SCHEFFNER et al.,1993);

2) ERCSS, uma proteina ligante de célcio, que parece estar localizada no reticulo

endoplasmatico (CHEN et al., 1995);
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3) proteina de adesdo focal paxilina, envolvida na transdugdo de sinal da membrana

plasmatica ao citoesqueleto de actina (TONG e HOWLEY, 1997);

4) hDLG, o homoélogo humano da proteina supressora de tumor dos discos de

Drosophila (KIYONO et al., 1997);
5) E6TP1, uma nova proteina do tipo GAP (GAO et al., 1999);

6) Bak, uma proteina anti-apoptdtica integrante da familia das proteinas Bcl-2 e

que ¢ degradada por E6 (THOMAS e BANKS, 1999);

7) Fator de Regulacdo de Interferon (ISGF-3), inibindo a indu¢do do mensageiro de

interferon B (RONCO et al., 1998).

A proteina viral E6 também tem atividade modulatoria transcricional em varios
promotores virais, incluindo o promotor de E2 de adenovirus, o promotor de timidina
quinase do virus herpes simplex e o promotor de SV40 (virus simio 40) (DESAINTES et

al., 1992).

O produto do gene E7 de HPV ¢ uma fosfoproteina com cerca de 100
aminoacidos, cuja principal e mais estudada interagdo € com a forma hipofosforilada de
pRB. A proteina supressora de tumor pRB (produto do gene do retinoblastoma) € uma
fosfoproteina nuclear de 107 KDa que tem como principal fun¢do regular negativamente
o ciclo celular (M'[“INGER et al., 1989; O’CONNOR et al., 1997). Para exercer esta
fung¢do, pRB hipofosforilada se acumula em forma de complexo com uma familia de

importantes fatores de transcricdo, denominada E2F, na fase GO/G1 do ciclo celular.
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Desta forma, genes responsivos a E2F, na sua grande maioria relacionados a
proliferacdo celular (como por exemplo cdc2 e c-myc), ndo sdo transcritos. A proteina
E7 de HPVs de alto risco, tém a capacidade de se ligar ao complexo pRB/E2F, liberando
os fatores de transcricdo e inativando pRB (DYSON et al.,1989). Outras interagdes da

proteina E7 de HPVs de alto risco ocorrem com:

1) proteinas relacionadas a pRB, como p107 e p103 (DYSON et al., 1992);

2) proteinas inibidoras das quinases dependentes de ciclina p21 e p27 (FUNK

et al., 1997; JONES et al., 1997);

3) ciclina A e E, formando complexos com fung¢do de quinases (ARROYO er

al., 1993);

4) Quinase Histona H1 (DAVIES et al., 1993);

5) fatores de transcrigdo da familia AP-1, como por exemplo c-jun e com a

proteina ligante ao TATA-box (MASSIMI et al., 1996);

6) subunidade 4 (S4) da enzima ATPase (BEREZUTSKAYA e BAGCHE,

1997);

7) proteina hTid-1, homoélogo da proteina supressora de tumor de Drosophila

Tid56 (SCHILLING et al., 1998);



8) nucleossomo do complexo histona desacetilase (Mi2), inferindo com a
possivel ligagdo da proteina E7 nas vias de desacetilagdo (BREHM er al.,

1999);
9) enzima glicolitica M2 (piruvato quinase) (ZWERSCHKE et al., 1999);

10) p48, uma das proteinas envolvidas na sinalizagdo mediada por interferon o

(BARNARD et al., 1999).

Em suma, diversas intera¢des foram observadas com as proteinas E6 e E7, mas o
mecanismo de a¢do e sua importancia no potencial oncogénico promovido pelo HPV

ainda permanecem obscuros (revisado por zur HAUSEN, 2000).

1.2.4. Potencial Oncogénico e Imortalizacio Celular

Geralmente, o DNA viral apresenta-se integrado ao genoma celular em lesdes
malignas como neoplasias intra-epiteliais cervicais de grau III (NIC III), que incluem o
carcinoma “in situ”, diferentemente das neoplasias intra-epiteliais cervicais de grau I e II
(NIC T e NIC II, respectivamente) e lesdes benignas onde o DNA viral apresenta-se na
forma epissomal (nfio integrada) (DURST et al., 1985). A integragdo do DNA viral no
genoma celular parece ocorrer ao acaso, mas a quebra do mesmo geralmente ocorre
entre a extremidade 3’ do gene E1 e a extremidade 5° do gene E2. Esta clivagem leva a
interrupg¢do do processo de regulagdo transcricional viral exercido por E2 (HOWLEY,

1996). Conseqiientemente, ocorre a sintese continua das oncoproteinas virais E6 e E7,
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propiciando a imortalizagdo das células. As lesGes intra-epiteliais de alto grau, contendo
HPVs de alto risco, apresentam altos niveis de expressdo de E6 e E7 nas camadas

proliferativas, inversamente ao observado nas lesdes de baixo grau (revisado por zur

HAUSEN, 1996).

Hé mais de uma década, tem sido verificada a interag¢@o de células epiteliais com
genes virais capazes de alterar o processo de diferencia¢gdo normal destas ocasionando a
imortalizacdo celular (DURST et al., 1987; PIRISI ef al., 1987 e 1988; SCHLEGEL et
al., 1988). Diferentes sistemas tém mostrado que as fungdes das proteinas
transformantes codificadas pelos HPVs associados ao cancer anogenital em humanos,
podem ser reproduzidas “in vitro” (BEDELL et al, 1989; KANDA er al., 1988;
MATLASHEWSKI ef al., 1987; PIRISI et al, 1987). Dentre esses estudos, os dados
iniciais de maior importédncia, foram a constatagdo de que os HPVs 16, 18 e 31, os mais
correlacionados a lesdes do trato anogenital e com potencial para progressdo maligna,
podem imortalizar culturas primarias de queratindcitos normais de prepucio ou células
epiteliais da regido cervical humana (0o mesmo ndo acontecendo com HPVs de baixo
risco) (KAUR e McDOUGALL, 1988; SCHLEGEL et al., 1988; WOODWORTH et al.,

1990).

No processo de imortalizagdo de queratindcitos humanos normais, os HPVs de
alto risco promovem um desenvolvimento alterado de diferenciagdo celular. Estas
c€lulas tornam-se altamente proliferantes mesmo na presenga de fatores indutores de
diferenciagdo celular, como fatores protéicos presentes no soro e altas concentragdes de

céalcio, e continuam dividindo indefinidamente “in vitro”, nido se diferenciando
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(SCHLEGEL ef al., 1988). No entanto, é importante salientar que estas células ndo sdo
transformadas, pois ndo sdo capazes de gerar tumores quando inoculadas em animais
atimicos. Eventos adicionais, como por exemplo a ativacdo de oncogenes, sdo
necessarios para que a transformagdo celular direcionada & progressdo maligna ocorra
(PIRISI et al., 1988; STOREY et al, 1988). Os genomas de HPV presentes em
carcinomas cervicais ¢ em linhagens derivadas, estdo transcricionalmente ativos, €
apresentam expressdo regular e continua dos genes E6 ¢ E7 (SCHNEIDER-GADICKE e

SCHWARZ, 1986; SMOTKIN e WETTSTEIN, 1986).

A atividade biolégica das oncoproteinas E6 e E7 € dependente do tipo de célula
onde sdo expressas. A proteina E6 ou E7 de HPVs 16 ou 18 € suficiente para transformar
fibroblastos imortalizados de roedores (BEDELL et al., 1989; VOUSDEN et al., 1988).
A expressdo concomitante de E6 e E7 leva a imortalizagdo de células mamarias
epiteliais humanas (McDOUGALL, 1994). Contrariamente, diversos estudos mostram
que a expressdo de E6 e/ou E7, ¢ ineficiente para a imortalizagdo de queratindcitos
humanos normais e para a transformacdo de queratindcitos humanos imortalizados. No
entanto, vale ressaltar, que a expressdo destas proteinas, principalmente a sua
cooperagdo, ¢ fundamental para a progressdo e manuten¢do do fenétipo imortalizado ou
maligno, visto que a inibi¢do da expressdo in vitro destas proteinas, promove a inibi¢do
da proliferagdo celular e em alguns casos a reversdo do fenétipo maligno ou

imortalizado (BARBOSA er al., 1989; revisado por zur HAUSEN, 2000).



1.2.5. Fatores Coadjuvantes a Oncogenicidade do HPV

Alteragdes cromossdmicas sdo freqiientemente encontradas nos tumores do colo
uterino. Carcinomas distintos poderiam adquirir caracteristicas mais agressivas
associadas a instabilidade gendomica. Os cromossomos mais alterados sdo o 11 e 17,
além de regides instaveis em microsatélites do cromossomo 6 (KIRCHHOFF et al.,

1999).

A imunodeficiéncia celular, seja iatrogénica ou adquirida, aumenta a progressio
de lesdes do colo uterino associadas ao HPV (PETRY et al, 1994). Em mulheres
infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), ocorre um aumento da
prevaléncia de infec¢des por HPV e de lesdes intra-epiteliais escamosas, incluindo o
carcinoma do colo uterino (CAPPIELLO et al., 1997). Nestas pacientes, observa-se uma
alta taxa de persisténcia das infecgdes por HPV de alto risco, o que poderia ser um dos
fatores responsaveis pelo maior nimero de casos de carcinoma do colo uterino entre as

mulheres infectadas pelo HIV (SUN er al., 1997).

Fatores imunogenéticos controladores da resposta imune, parecem ter um papel
relevante na progressdo ou regressdo de lesdes causadas pelo HPV. Virias associagdes ja
foram descritas relacionando moléculas de MHC (complexo de histocompatibilidade
principal) de classe I e II, com a susceptibilidade ou prote¢do a diversas doengas.
Associagdes entre alelos ou haploétipos de genes do sistema MHC e o carcinoma do colo

uterino ou com suas lesdes precursoras, vem sendo descritas, mostrando que existe uma

18



susceptibilidade genética a infeccdo pelo HPV, e que esta, em parte, € conferida por

genes deste sistema (APPLE et al., 1994; revisado por MACIAG e VILLA, 2000).

Alguns estudos relatam algumas associagdes entre o HPV e outros
microorganismos. Uma das associagdes especuladas é com o herpesvirus humano 6
(HHV6). Este virus é capaz de infectar células do colo uterino in vifro e ativar a

transcrigdo dos genes E6 e E7 de HPVs de alto risco (CHEN et al., 1994).

1.3. O Ciclo Celular

1.3.1. Aspectos Gerais

O ciclo celular ¢ um dispositivo bioquimico que opera ciclicamente, constituido a
partir de uma série de proteinas que interagem entre si € que induzem e coordenam os
processos dependentes essenciais responsaveis pela duplicagdo e divisdo dos conteudos
celulares. O ciclo celular pode ser dividido em quatro fases distintas: G1, fase onde a
célula se prepara para a sintese de DNA; S, periodo no qual ocorre a sintese de DNA;
G2, periodo onde a célula se organiza para a divisdo celular e M, denominado periodo de
mitose, no qual ocorre a separagdo dos cromossomos em duas células filhas. As células
que ndo se encontram em processo de divisdo s3o denominadas células quiescentes

(revisado por POON, 1997).

Nos ultimos anos, um grande progresso vem sendo obtido no sentido de

compreender os mecanismos bioquimicos responsaveis pela regulagdo do ciclo celular.
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Intimeros trabalhos vém demonstrando a existéncia de uma série de reagdes que
envolvem um sistema sofisticado de fosforilagdo e desfosforilacdo de proteinas celulares
que controlam o ciclo celular de forma altamente coordenada, em diferentes organismos
desde as leveduras até o homem. O ciclo celular estd baseado em duas familias de
proteinas que sdo essenciais para seu funcionamento: as proteinas quinases dependentes

de ciclina (CDK) e as ciclinas (DASSO et al., 1990; SHERR,1994).

A familia das CDKs induz processos dependentes da fosforilagdo de serinas e
treoninas de proteinas especificas. Os niveis de CDKs em células normais tendem a ser
altos e constantes (WEINSTEIN et al., 1997). Até o momento sdo conhecidas oito tipos
de CDKs envolvidas no ciclo celular: CDK 1 (também conhecida por cdc 2 em
leveduras) a CDK 8. As proteinas ativadoras especializadas, denominadas ciclinas,
ligam-se as moléculas de CDK e controlam sua habilidade em fosforilar proteinas-alvo
apropriadas. A formagdo, ativacdo e a separagdo dos complexos ciclina-CDK, sdo
eventos fundamentais que coordenam o ciclo celular em cada fase. As ciclinas sdo assim
chamadas porque sofrem um ciclo de sintese e degrada¢do em cada ciclo da divisdo
celular e estdo classificadas em trés grandes grupos: ciclinas G1, ciclinas A e ciclinas B.
As ciclinas G1 (C, D1, D2, D3 e E), sdo expressas em maior quantidade durante a fase
G1 e regulam a transi¢do da fase G1 para S. A ciclina A é expressa na fase S precoce do
ciclo celular e provavelmente a prolonga. Dois tipos de ciclinas do tipo B (Bl e B2)
aparentemente promovem a entrada e a saida da mitose. A quinase CDK 1 esta
envolvida na regulagdo da transi¢do G2/M em complexo com a ciclina B. A ciclina A

pode se associar com CDK 1 e aparentemente este complexo também participa na
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transigido G2/M. A quinase CDK 2 associada com a ciclina E, estd envolvida na
regulacio de GI1/S. Interessantemente, esta ciclina pode se associar de forma
independente com duas quinases que exercem fungdes diferentes (PAGANO et al.,

30&“&2

1992). A associagdo com p3 (CDK 2) regula a replicagdo do DNA e a associagio

com p34°d°2

(CDK 1) garante que a mitose sO ocorra apés a completa replicagdo do
DNA (GIRARD et al.,, 1991). A quinase CDK 4 € o sitio catalitico das ciclinas D1, D2 e
D3, e estes complexos fosforilam a proteina do retinoblastoma (pRB). A ciclina D1 se
complexa com CDK 5 e CDK 6, mas a fun¢do destes complexos ainda ndo € conhecida.
Esta ciclina também se associa com o fator de replicagdo de DNA ou antigeno de
proliferagdo nuclear (PCNA) e com pRB. Diversos estudos indicam que a ciclina D1
esta envolvida na inativagdo da fungdo de pRB, provavelmente através de sua
fosforilagdo e/ou com a formagdo de complexos fisicos. A expressdo positiva da ciclina

D1 € regulada por pRB, promovendo uma retroalimentag¢do autoregulatoria (HAN er al.,

1995).

Em um ciclo celular padréo, o sistema-controle é regulado por interrupgdes que
podem parar o ciclo celular em pontos de controle estratégicos e especificos (pontos de
checagem ou “checkpoints™). Este mecanismo permite que cada fase do ciclo celular
esteja completa antes que a proxima inicie. Os principais pontos de checagem do ciclo
celular inibem a progressdo para mitose quando a replicagdo do DNA nédo esta completa,
impedem a saida da mitose quando os fusos mitéticos ndo estdo formados e promovem o
retardamento do ciclo nas fases G1 e S quando o DNA esta danificado (ALBERTS et

al., 1994).
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Em eucariotos superiores, o principal ponto de checagem se localiza no final da
fase G1, na qual a célula se prepara para a replicagio do DNA e onde fatores externos
ambientais tanto positivos quanto negativos sdo internalizados. Os pontos de checagem
em tumores estdo freqiientemente desregulados, promovendo modificagdes na ativagdo
seqliencial de complexos ciclina-CDK especificos. Esta desregulacdo pode resultar na
super expressdao de reguladores positivos, como as ciclinas e as CDKs, ou na perda de
reguladores negativos como as CDIs (inibidores de proteinas quinases dependentes de
ciclina), as quais atuam nos complexos CDK-ciclina, impedindo a progressdo do ciclo
celular (WEINSTEIN et al., 1997). Os principais e mais conhecidos exemplos de CDIs,

sdo as proteinas supressoras de tumor p53, p21, plS5, p16, pl18 e p27 (Figura 2).
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FASE GU-G1

MITOSE -

FASE G2

Figura 2 - Principais proteinas inibidoras das quinases dependentes de ciclina (em azul),

envolvidas no controle do ciclo celular.
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A primeira CDI identificada, foi a proteina p21, codificada pelo gene conhecido
como wafl, cipl, cap20 ou sdll. A proteina p21 ¢ considerada um inibidor universal
dos complexos CDK-ciclina e da replicagdo de DNA. Esta proteina ¢ ativada ao nivel de
sua transcri¢io principalmente por p53, entretanto outros fatores podem ativar a
expressdo de p21 na auséncia de p53. Alguns deles sdo: fatores de crescimento como
PDGF (platelate derived growth factor) e FGF (fibroblast growth factor), acido butirico,
acido retindico, vitamina D3, citocinas como a interleucina 6, TNFa e interferon gama
entre outros. O mecanismo de ativa¢do da transcri¢do de p21 por fatores independentes
de p53 ainda ndo é bem conhecido. A p21 age inibindo varios complexos CDK-ciclina,
incluindo ciclina D-CDK4/6 e ciclina E-CDK2. A maioria destes complexos atua na fase
de transi¢do ou ponto de checagem G1/S. O complexo ciclina A-CDK2, necessério para
a replicagdo do DNA, também ¢ inativado por esta proteina (revisado por WEINSTEIN,

1997).

As principais CDIs que atuam no ponto de checagem em G0-Gl, sdo p21 e pl6.
A expressio de p2l estd correlacionada com a parada do ciclo celular associada a
diferenciagdo terminal de varias linhagens celulares (ZENG e EL- DEIRY, 1996). Os
niveis de p21 oscilam durante o ciclo celular. Esta oscilagdo € devida a fatores dos quais
o ciclo celular ¢ dependente, tais como, modificagdes pos-traducionais, diferentes
concentragdes de p21 e complexos ciclina-CDK. A perda da atividade de p2l
provavelmente interfere na diferenciagdo normal das células durante o desenvolvimento
tumoral, contribuindo na tumorigénese (revisado por WEINSTEIN, 1997). A proteina

supressora de tumor pl6 codificada pelo gene ink4 ¢ uma CDI que se liga
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especificamente aos complexos ciclina D-CDK4/6, inibindo sua atividade. Estes
complexos agem na fase G1 do ciclo celular fosforilando a proteina pRB, ocorrendo
desta forma a progressdo do ciclo celular da fase G1 para S. A perda da inibicdo dos
complexos ciclina D-CDK4/6 promovida por pl16, resulta na fosforilagdo de pRB e na
provavel desregulacdo do ciclo celular (KELLEY er al, 1995). Provavelmente a
expressdo de pl16 € regulada pela proteina pRb através do processo de retroalimentagdo
regulatéria envolvendo pRB, pl6 e quinases dependentes de ciclina (LI ef al., 1994).
Altos niveis de pl16 sdo encontrados em células que possuem pRb ndo funcional por

mutagdes ou por infec¢des virais (TAM ef al., 1994; AAGAARD et al., 1995).

1.3.2. Ciclo Celular e HPV

Nas lesdes de alto grau, bem como nos carcinomas do colo uterino HPV
positivos, a incidéncia de alteragdes genéticas como, mutagdes ou dele¢des, em genes
que originam proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, é relativamente baixa
(CROOK et al, 1991; SCHEFFNER et al., 1991). Desta forma, entre os diversos
mecanismos, através dos quais a infec¢do pelo HPV contribui para a progressdo e
manuteng¢do do fenétipo imortalizado ou maligno das células, a interferéncia direta das
oncoproteinas virais E6 e E7 com as proteinas que controlam o ciclo celular é de
extrema relevancia. Estas proteinas virais sdo capazes de perturbar o processo normal de

regulacdo da sintese de DNA da célula infectada, o que se torna essencial tanto para o
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ciclo de vida do HPV como para o estabelecimento e manuten¢do das lesdes malignas

anogenitais.

A principal forma pela qual a oncoproteina viral E6 perturba o ciclo celular, €
através da sua interagdo com a proteina supressora de tumor p53 (WERNESS et al.,
1990), levando a sua degradagdo pela via de protedlise dependente de ubiquitina
(SCHEFFNER et al., 1990, 1993). Além disso, E6 interfere na capacidade de ligagdo de
p53 ao DNA, impedindo desta forma sua atividade transcricional (VOUSDEN, 1994).
Em resposta a agentes que provocam dano ao DNA ou mesmo com a presenca de virus
nas células, ocorre um aumento nos niveis de p53, com conseqiiente ativacdo de genes
envolvidos no processo de controle do ciclo celular, dentre os quais a proteina p21. A
principal conseqiiéncia desta ativagdo ¢ a parada em GO0-Gl1 do ciclo celular. A
degradacdo de p53 mediada por E6, provoca uma falha na parada em G0-Gl1, resultando
no descontrole do ciclo celular (Figura 3). Interessantemente, mesmo na auséncia de
pS3, transcritos de p21 podem ser observados em células mamarias transfectadas com
E6 de HPV, apds serem induzidas com agentes genotoxicos. Contudo, baixos niveis da
proteina p21 s3o detectados, podendo ocorrer uma provavel degradag¢do desta proteina

por E6 (XU et al., 1995).
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InfecgOes virais
DNA danificado

Stress celular
(balxoﬁivels) i p53

(altos niveis)

Transativacao de p21

Parada em G1

p53
{baixos niveis)

E6 HPV alto risco

Figura 3 - Intera¢do da proteina E6 de HPV com p53 (modificado de HOWLEY, 1996).
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Alguns estudos relatam a interacdo de E6 com a proteina pl16. REZNIKOFF et
al., (1996), observaram niveis muito baixos de pl6é em células uroepiteliais
imortalizadas com E6 de HPV16. Este mesmo dado foi observado em queratinécitos
imortalizados com um retrovirus expressando E6 (revisado por zur HAUSEN, 2000).
Contrariamente, a presen¢a da proteina E7 (mesmo concomitantemente a E6), provoca
um aumento nos niveis de pl6, dado que confere a E7 propriedades adicionais que
outro estudo muito interessante, relata que em carcinomas do colo uterino HPV
negativos, ou seja, na grande maioria das vezes com pRB funcional e ativo, ocorrem
niveis muito baixos de p16. Em contraste, carcinomas do colo uterino HPV positivos,
tém um aumento significativo nos niveis desta proteina. Isto pode ser explicado, em
parte, pela retroalimentagdo regulatoria entre pRB e pl6, ou seja, quando pRB se
encontra em sua forma inativa (fosforilado), os niveis de p16 se elevam para que ocorra
a inibigdo dos complexos CDK4-ciclinaD. Na presenca de E7, pRB vai estar em sua
forma inativa, explicando desta forma os altos niveis de pl6 nos carcinomas HPV
positivos. Além disso, observou-se que os niveis de pl6 variaram conforme o tipo
histolégico dos carcinomas avaliados. Nos carcinomas intra-epiteliais escamosos, que
sdo mais freqiientes e geralmente associados ao HPV16, foram observados altos niveis
de pl6. Em comparacdo, nos adenocarcinomas, que sio menos freqiientes, mais
agressivos e geralmente associados ao HPV18, observou-se uma grande diminui¢do nos

niveis de p16 (KIM et al., 1997).
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A proteina E7 interfere no ciclo celular principalmente através da sua interagdo
com pRB. Esta associa¢do foi descrita ha mais de uma década (DYSON er al., em 1989),
mas até o momento uma série de outras interagdes foram descritas, cujos mecanismos
ainda continuam nio esclarecidos (revisado por zur HAUSEN, 2000). A proteina E7 tem
a capacidade de se ligar a forma hipofosforilada de pRB, ou seja sua forma ativa de
controle negativo do ciclo celular, deslocando os fatores de transcricio E2F. Esta
associag¢do, pode explicar em grande parte o descontrole do ciclo celular promovido por
esta proteina viral, contudo, sob certas condi¢des, esta interagdo ndo se torna essencial
para a propriedade imortalizante de E7 (Figura 4). Determinadas mutag¢des na por¢do do
gene E7 responsavel pela formagdo de um dominio tipo “zinc finger” e que é
absolutamente dispensdavel para sua ligagdo em pRB, faz com que E7 perca sua
capacidade transformante (BREHM et al., 1999). Este dado poderia sugerir uma fung¢io

como fator de transcri¢do a E7.
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Figura 4 - Interacdo da proteina E7 de HPV com pRB (modificado de HOWLEY,

1996).

Dados relativamente recentes demonstram que E7 tem capacidade de interagir
com p2l1 e anular sua atividade inibitéria, normalmente exercida sobre diversos
complexos CDK-ciclina. Além disso, E7 também impossibilita a inibi¢do exercida por
p21 sobre a proteina PCNA, essencial para a replicagdo do DNA (FUNK et al., 1997). A

CDI p27, também age promovendo a parada do ciclo celular em G0-G1, através da
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inibicdo do complexo ciclinaE/CDK2. Altos niveis de p27 sdo observados em resposta
ao TGFp ou através da inibigdo por contato e tém fungdo crucial durante a regulagdo do
crescimento em diversos tecidos durante a diferenciagio. A oncoproteina E7 tem
capacidade de anular as fungdes inibitorias de p27 (ZERFASS-THOME et al., 1996).
Por tltimo, o aumento nos niveis da ciclina A e E € observado na presenga da proteina

E7, durante o processo de transformagdo celular (ZERFASS et al., 1995).

Esta série de interferéncias no controle do ciclo celular provocadas pela
cooperagdo entre as oncoproteinas E6 e E7, provavelmente s3o responsdveis pela
proliferacdo descontrolada das células infectadas pelo HPV e que a longo prazo podem

originar uma série de instabilidades e alteragdes no genoma celular (revisado por zur

HAUSEN, 2000).

1.4. A Resposta Imune Contra Infec¢des Virais

1.4.1. Aspectos Gerais

A imunidade celular é o principal mecanismo de combate as infec¢des
intracelulares. Este processo ocorre através da interag@o entre varios tipos de células
imunocompetentes, sendo essencial a presenca das APC (Células Apresentadoras de
Antigeno), linfécitos CD4+, linfocitos CD8+ e células NK (“Natural Killer”). Apds a
captura dos antigenos em sitios periféricos, as células APC migram para os orgdos

linféides secundarios, apresentando os fragmentos peptidicos provenientes do
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processamento do antigeno, as cé€lulas T CD4+. Esta apresentacdo € estabelecida na
superficie das células APC e CD4+, através da formagdo de complexos entre as
moléculas de MHC de classe II e os peptideos, na superficie das APCs, para os TCRs
(Receptores das Células T), presentes nas células CD4". A interagdo entre os TCRs e os
complexos MHCII-peptideo, além de especifica € crucial para a ativagdo dos linfécitos
CD4", ocorrendo desta forma a expansdo clonal destas células. Os linfocitos T CD4"
ativados atuam através da secre¢do de citocinas, na diferencia¢do de células efetoras do
sistema imune. Deste modo, linfocitos CD8", estimulados pelas células alvo
apresentando antigenos, necessitam da ag¢do de citocinas secretadas pelas células CD4"
ou de outros sinais provenientes da interagdo com as APCs, para diferenciarem-se em
linfocitos citotoxicos. Os linfocitos T citotéxicos (CTL), reconhecem peptideos
apresentados nas moléculas de MHC de classe I, presentes na grande maioria das células
e exercem seu efeito citotoxico através da liberagdo de perforinas e citolisinas, enzimas
que provocam lise osmética das células alvo (revisado por ABBAS er al, 1997).
Antigenos que ndo alcangam os 6rgéos linfoéides secundérios sdo ignorados pelo sistema
imune, pois a ativagdo das células T CD4", parece ocorrer apenas nestes Orgdos

(ZINKERNAGEL et al., 1997).

1.4.2. A Resposta Imune Contra o Papilomavirus Humano

A resposta contra agentes virais inclui tanto a resposta inata, quanto a adquirida.

A imunidade adquirida contra agentes virais ¢ mediada pela combinagdo entre
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mecanismos humorais e celulares. Anticorpos especificos sdo importantes no inicio da
infecgdo, prevenindo a entrada do virus na célula hospedeira e apds a liberagdo das
particulas virais das células infectadas, visto que os virus sdo inacessiveis aos anticorpos
no ambiente intracelular. Os papilomavirus sdo exclusivamente epiteliotropicos e seu
ciclo de vida depende exclusivamente da diferencia¢do celular que ocorre neste tipo de
tecido. Estes virus causam infec¢des produtivas e cronicas, podendo persistir por varios
meses. Além disso, ndo causam infecgdes citoliticas € ndo ocorre inflamagdo, fato que

retarda ou mesmo anula uma resposta imune adequada.

A entrada do HPV no organismo ocorre através de microlesdes da pele ou
mucosa e o inicio da infec¢do ocorre nas camadas basais da epiderme. As células
infectadas pelo HPV sdo primordialmente do epitélio escamoso, tecido que apresenta,
em condi¢des normais, niveis baixos de células apresentadoras de antigeno profissionais
(no caso da epiderme, células de Langerhans). Interessantemente, nas lesdes cervicais
HPV positivas, ocorre uma diminui¢do significativa das células de Langerhans, fato que
tende a progredir com o avango das lesdes (HAWTHORN et al., 1988). Este fato
poderia levar a uma diminuicio da resposta imune celular especifica. O principal
mecanismo de imunidade especifica contra o HPV ocorre através da ag¢do dos linfécitos
T CD4" e CD8". A resposta humoral parece ser irrelevante neste tipo de infecgdo
(revisado por JARC Working Group, 1995). Verrugas planas causadas pelo HPV, em
fase de regressdo espontdnea, apresentam infiltrados celulares compostos principalmente
de células T e fagocitos mononucleares (IWATUSI er al., 1986). Padrdo similar de

regressdo foi observado em verrugas genitais induzidas por HPV 6 ou 11 (JABLONSKA
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et al., 1989). Vale a pena ressaltar, que estas lesdes sdo causadas por HPVs de baixo
risco, 0 que na grande maioria das vezes, resulta em infec¢des produtivas com a
liberagdo de virions para o ambiente externo, sem maiores conseqiiéncias para o tecido
infectado. De forma semelhante, a grande maioria das lesdes benignas causadas por
HPVs de alto risco, tende a regredir sob influéncia do sistema imune. Mas,
contrariamente, em algumas destas lesdes, o DNA viral, provavelmente através da sua
integragdo, persiste de forma latente nas células, escapando do controle exercido pelo
sistema imune (JABLONSKA e MAJEWSKI, 1990). Alguns estudos relatam a presenga
de diversos epitopos provenientes do processamento das oncoproteinas virais E6 e E7,
que se ligam as moléculas de MHC de classe I, presentes nas células infectadas. Desta
forma, estas duas proteinas apresentam potencial antigénico, o qual foi verificado tanto
in vitro (KAST et al., 1994), quanto in vivo (BARTHOLOMEW et al, 1994).
Contrariamente, outros estudos demonstram que estas proteinas tém baixo poder
imunogénico (SADOVNIKOVA et al., 1994). A diminui¢do ou perda da expressdo de
MHC de classe I nas células é um mecanismo reconhecido e provocado por diversos
tipos de virus, como por exemplo, citomegalovirus, adenovirus, virus Epstein-Barr,
papilomavirus bovino, entre outros (revisado por PLOEGH et al, 1998). Este tipo de
modulag@o parece ndo ocorrer em lesdes de baixo grau HPV positivas, mas € observada

em lesdes de alto grau (CROMME et al., 1993; HILDERS et al., 1993).

Basicamente, na linha de defesa contra a infecgdo por HPV, os macrofagos
parecem ser as primeiras células a serem recrutadas, podendo estar envolvidos na

regressdo das lesdes, seja por um efeito anti-viral direto ou por um mecanismo ndo

34



especifico (JENSON et al., 1987; TAY et al., 1987). Por outro lado, tanto os macréfagos
quanto os queratinocitos ativados, produzem uma série de citocinas, dentre elas o Fator
de Necrose Tumoral Alfa (TNF o), com atividade antitumoral e antiproliferativa,

podendo ser um fendmeno importante na regressdo de lesdes e tumores induzidos pela

infe¢do persistente de HPV (BEUTLER e CERAMI, 1987; LUNGER er al., 1985).

1.5. O Fator de Necrose Tumoral a (TNFa)

1.5.1. Aspectos Gerais

O TNFa foi descoberto no final do século XIX, quando o cirurgido W. Colley,
ocasionalmente comegou a observar que pacientes com tumores € que apresentavam
quadro grave de infec¢do bacteriana, mostravam a regressdo progressiva destes tumores
e muitas vezes até sua eliminagdo. Estas observagdes o levaram a tratar pacientes
portadores de tumor com preparagdes de bactérias gram-positivas e gram-negativas
(toxina de Colley), obtendo resultados favoraveis (COLLEY, 1893). A aplicagdo destas
toxinas foi amplamente utilizada até que em 1975, CARSWELL e colaboradores
demonstraram que o tratamento de animais de laboratério com o bacilo de Calmette-
Guérin (BCG), seguido por inoculagdo do componente lipopolissacarideo (LPS) isolado
da parede de bactérias gram-negativas, promovia a produgdo de grandes quantidades de
uma determinada proteina na circula¢do destes animais (CARSWELL ef al,, 1975). Ao

tratar camundongos portadores de sarcoma com o soro enriquecido desta proteina,
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observou-se uma rapida necrose hemorragica dos tumores e finalmente sua regressio.
Desta forma, esta proteina recebeu o nome de Fator de Necrose Tumoral (TNF), sendo

posteriormente agrupada entre as citocinas (FIERS, 1991).

O TNFa € produzido principalmente por macrofagos ou mondécitos ativados
(PAUL e RUDDLE, 1988). Outros tipos de células como as células NK, mastdcitos,
células endoteliais, queratindcitos e células da musculatura lisa, também s3o capazes de
produzir TNFa (RUBIN et al., 1986). Esta citocina possui uma ampla variedade de
atividades biolégicas, como, 1) aumento da expressio de moléculas de adesdo nas
células endoteliais, fazendo com que haja um acumulo de leucdcitos no local da
inflamagdo; 2) ativagdo de polimorfonucleares; 3) estimulagdo da produgdo de outras
citocinas, como, interleucinas 1 e 6 e o proprio TNF, por diversas células do sistema
imune; 4) aumento da expressdo das moléculas de MHC de classe I, favorecendo a lise
mediada pelos linfécitos citotdxicos contra células infectadas por agentes virais; 5)

inibi¢do da replicagdo de alguns virus (revisado por ABBAS, 1997).

1.5.2. O TNFa e seus Receptores

O TNFa € uma proteina de 17kDa, cuja estrutura se apresenta na forma de
trimero, com aproximadamente 52kDa. O sitio ativo desta molécula corresponde ao
dominio que se liga ao receptor na superficie das células, mantendo simetria trimérica

(SCHOENFELD et al., 1991). Receptores para o TNFa estdo presentes em praticamente
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todos os tipos celulares, com exce¢do dos eritrocitos € linfocitos T ndo estimulados,
sendo que seu numero varia de 200 até 10000 por célula (revisado por ROTHE er
al.,1992). Existem dois receptores para TNFa, pS5 (TNFR1) e p75 (TNFR2). Estes
receptores sdo membros de uma familia de receptores caracterizada pela presenga de
repeticdes ricas em cisteina, presentes nos dominios extracelulares de ligacdo ao TNFa.
Os dominios intracelulares destes receptores, ndo apresentam homologia significativa
entre si, porém ambos sdo capazes de recrutar as proteinas de sinalizagdo necessarias
para iniciar um espectro de respostas celulares que podem resultar tanto na ativagdo de
diversos genes, quanto na indugdo de apoptose. Estes dados levaram a observagdo de
que estes receptores possuem propriedades funcionais distintas, iniciando vias de ag¢do

diferentes dentro das células (TARTAGLIA et al., 1991).

1.5.3. A Sinalizac¢ido pelo TNFa

Os principais componentes das vias de transdu¢do de sinal desencadeadas pelo
TNFa envolvem os seus receptores TNFR1 e TNFR2, assim como todas as proteinas
associadas a estes receptores € que por sua vez recrutam outras proteinas para transduzir
o sinal. Dentro deste contexto, diversos trabalhos relatam que o receptor TNFR1 esta
envolvido nas atividades antivirais, citotoxicidade, ativagdo de fatores de transcrigdo e
morte celular, apos sua ligagdo com TNFa (TARTAGLIA et al., 1993; WONG et al.,

1992).
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A ligagdo do TNFa ao receptor TNFRI1, proporciona o recrutamento de uma
proteina que se associa ao dominio de morte de TNFR1, denominado TRADD (TNFRI-
associated death domain). O complexo TNFR1-TRADD tem a capacidade de recrutar os
componentes da sinalizagdo, tanto da via apoptdtica, quanto da ativa¢do da transcri¢do
génica promovida por NF-kB. A via de indugdo de morte celular induzida por TNF,
implica no recrutamento de FADD, proteina envolvida na ativagdo de caspases e de RIP
(proteina envolvida na ativagdo da caspase 2 e NF-kB) (revisado por PAHL, 1999).
Estas cascatas proteoliticas envolvidas com a apoptose, ainda ndo estdo bem elucidadas.
Um evento de grande importancia que ocorre na ativagdo da expressdo de genes pelo
TNF ¢ a ativag@o das vias de sinalizacdo de uma familia de proteinas quinases ativadas
por mitdgenos, denominadas MAPKs (mitogen-activated protein kinases). Estas

proteinas podem ser subdivididas em trés subfamilias:

1) quinases reguladas por sinais extracelulares, denominadas ERKSs;

2) quinases semelhantes & por¢do amino-terminal do protoncogene c-jun,

denominadas JNKs;
3) quinase MAPK p38.

A ativagdo das ERKs estd associada a proliferacdo celular e ao efeito anti-
apoptotico, contrariamente as JNKs e MAPK p38, que promovem apoptose em diversos
sistemas celulares (GRAVES et al., 1996; XIA et al., 1995). As vias de sinaliza¢do
mediadas através das MAPKs podem levar a ativa¢do de diversos fatores de transcrigdo,
como por exemplo a proteina ativadora de transcrigdo AP-1. Estas vias além de

complexas, ainda ndo estdo completamente elucidadas  (Figura 95).
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Uma das principais proteinas ativadas pela ligagdo do TNFa ao receptor TNFRI
¢ o fator de transcricdo NF«xB. Esta proteina estd presente de forma inativa no
citoplasma associada a familia de inibidores kB e sua ativagdo pode ser induzida por
mais de 150 estimulos diferentes. Sendo um fator de transcrigdo, esta proteina apresenta
um dominio que permite sua ligagdo ao DNA e sua localizagdo nuclear (VERMA et al.,
1995). Uma vez ativado, o NFxB pode interagir no controle da transcricdo de mais de
150 genes alvo. Alguns destes genes estdo envolvidos na resposta imune (cadeias leves
das imunoglobulinas, IL-2), na resposta inflamatéria (TNFa, linfotoxina f3, IL-1, IL-6),
na adesdo celular (E-selectina, V-CAM), na proliferagdo celular (p53, p21, Ras, c-myc) e
no controle da apoptose (TRAF1, TRAF2 e algumas proteinas inibidoras da apoptose,

como, cIAP1) (revisado por PHAL, 1999).

1.5.4. TNFa e HPV

Como descrito anteriormente, o sistema imune utiliza diversos mecanismos para
tentar controlar a progressdo de lesdes induzidas pelo HPV, dentre eles a produgdo de
citocinas. Por outro lado, os queratindcitos sdo capazes de produzir uma série de
mediadores como interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), fator estimulante de forma¢do de

colonias (CSF), fator de crescimento transformante B (TGF-B), fator de crescimento

derivado de plaquetas (PDGF) e TNFa, que podem influenciar na proliferagdo e
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diferenciagdo da epiderme (JABLONSKA e MAJEWSKI, 1990). Normalmente, a
expressdo constitutiva destes fatores € muito baixa, mas pode aumentar
significativamente sob a a¢do de diversos estimulos, como, endotoxinas, particulas
virais, agentes promotores de tumor e luz ultravioleta (KOCK et al., 1990). Desta forma,
além de um efeito localizado, estas citocinas podem causar um efeito sistémico pela
ativacdo de diversas células imunocompetentes. Além disso, niveis significativos de
TNFa se acumulam na epiderme apds sua administragdo intravenosa, levantando a
possibilidade dos queratindcitos serem um importante alvo para esta citocina
(BEUTLER et al, 1995). De fato, este fator promove a inibicdo reversivel da
proliferagdo de queratindcitos normais in vitro, efeito este observado através da

diferenciagdo e conseqiiente produgdo de envelope corneificado por estas células

(PILLAI et al., 1989).

Até o momento, diversos estudos tém analisado o papel do TNFa em células
infectadas pelo HPV. Algumas pesquisas relatam uma agdo direta desta citocina na
transcrigdo das oncoproteinas virais E6 e E7, juntamente com a diminui¢do da
proliferagdo celular. Linhagens celulares imortalizadas tanto com HPV16 quanto com
HPV18, mostraram uma diminui¢do nos niveis destas proteinas apés tratamento com
TNFa (KYO et al, 1994). A diminuicdo de sensibilidade ao TNFa, tanto para a
transcrigdo viral, como para a proliferacdo celular e expressdo de proteinas ativadas por
esta citocinas, esta definitivamente associada a progressdo do fendtipo maligno destas
células (PIRISI ef al., 1995; ROSL et al., 1994). O fator de transcricio AP-1 ¢ essencial

para a iniciagdo e manutengdo da expressdo viral nas células infectadas pelo HPV. Em
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células normais e em algumas linhagens imortalizadas por HPV, o TNFa age
modificando a composi¢do de AP-1, inibindo conseqiientemente sua atividade
transcricional. Este mesmo efeito ndo ocorre em células transformadas pelo HPV
(SOTO et al., 1999).

Estudos anteriores realizados no Laboratdrio de Virologia do Instituto Ludwig de
Pesquisa Sobre o Cancer, demonstraram que células transfectadas com HPV16 (HF698)
eram t@o sensiveis quanto queratindcitos normais ao efeito antiproliferativo exercido por
TNFa, enquanto que células imortalizadas tanto por HPV18 (HF18 e HF18Nco) quanto
por SV40 ndo paravam de proliferar frente a esta citocina (VILLA e SCHLEGEL, 1991;
VILLA et al., 1992). Resultados semelhantes foram obtidos com linhagens imortalizadas
por DNA subgenémico de HPV16 (HF1628 ¢ HF1638) ou HPV18 (HF1842), ou seja,
c€lulas contendo plasmidio expressando apenas as oncoproteinas virais E6 e E7. Estes
resultados incentivaram a tentativa em avaliar os passos que o TNFa percorre dentro da
c€lula para poder exercer este efeito. Com o intuito de tentar correlacionar o papel do
TNFa na inibigdo da proliferagdo celular destas células, avaliou-se a expressdo de
diferentes proteinas que estdo envolvidas no controle do ciclo celular (VIEIRA et al.,
1996). Os resultados obtidos com relagdo & expressdo de diferentes proteinas
regulatorias do ciclo celular, mostraram que as linhagens sensiveis a agdo
antiproliferativa do TNFa, apresentaram uma redugdo intensa na expressdo de ciclina A,
ciclina B e CDK 1, ap6s 60 horas de tratamento. O mesmo ndo acontece para linhagens
resistentes, bem como para as linhagens tumorigénicas, SiHa e Hela. A diferenga de

sensibilidade entre estas células ndo se deve ao numero de receptores de TNFa presentes
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nestas células (VIEIRA, 1995). Uma vez que estas linhagens apresentam uma diferenca
na velocidade de crescimento observada em cultura, carenciaram-se estas c€lulas a fim
de avaliar a expressdo das diferentes ciclinas na presenga de TNFa. Os resultados
obtidos foram idénticos aos anteriormente discutidos, indicando fortemente que o
controle da expressdo de algumas dessas proteinas é perturbado por TNFa. Células
sensiveis que estacionaram nas fases G0-G1 apds serem expostas a0 TNFa, acumularam

pRB em sua forma hipofosforilada, enquanto nenhum efeito foi observado na

fosforilagdo de pRB em células imortalizadas por HPV18 (VIEIRA et al., 1996).

Estas alteragdes ao nivel de fosforilagdo de pRB e na expressdo das diferentes
proteinas celulares, poderiam ser ocasionadas por modificagdes em CDIs,
particularmente p21 e pl6, que atuam principalmente na fase G0-G1 do ciclo celular e
que poderiam estar envolvidas em um provavel mecanismo que explicasse a diferenga
de sensibilidade entre as linhagens avaliadas. O TNFa esta envolvido na ativacdo de
diversos genes responsaveis pelo controle do ciclo celular em células sensiveis ao seu
efeito antiproliferativo (SHIOHARA et al., 1997). A parada do ciclo celular em G0-G1
induzida por TNFa em diversas linhagens estudadas, mostrou ser independente da via
p53-p21, indicando que outras CDIs poderiam estar envolvidas neste processo. Apds
serem tratadas com agentes genotoxicos, linhagens celulares infectadas por HPV
apresentando p53 funcional, expressaram altos niveis de mRNA da proteina p2l.
Entretanto, a capacidade destas células pararem em G1, difere entre culturas primarias

normais e linhagens celulares infectadas por HPV, sendo que nestas ultimas, ¢ possivel
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que a proteina E6 enddgena esteja interferindo com a parada do ciclo celular mediada

por p53.

Até o momento, ndo existem dados na literatura associando TNFa a expressdo
de pl6. Apenas WOLFF e NAUMANN (1999), relatam que o aumento na expressio de
pl6, provoca a supressdo da atividade transcricional de NF-kB, modificando desta forma

a ativagdo de fatores relacionados ao ciclo celular mediada por NF-«B.

Assim, ¢ altamente relevante que se busque o envolvimento de diferentes genes
na resposta celular as infecgdes por HPV. A abordagem utilizada neste trabalho para
tentar identificar alguns destes genes possivelmente envolvidos nos mecanismos acima
descritos, foi a técnica de “Differential Display”, comparando linhagens imortalizadas

com HPV16 e 18 e células normais, antes e apés tratamento com TNFa.
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2. Objetivo e Justificativa

O TNFa influencia a ativagdo de diversos genes responsaveis pela parada do
ciclo celular na fase G0-G1 em células sensiveis ao seu efeito antiproliferativo. A
presen¢a ou mesmo tipos diferentes de HPVs (neste caso HPV16 e HPV18), poderiam
estar interferindo no mecanismo de resposta ao TNFa. Com a abordagem experimental

proposta neste estudo, objetivou-se:

2.1. Determinar a expressdo de pl6 e p2]1 (RNA e proteina), nas linhagens

imortalizadas com HPV16 e 18, antes e ap6s tratamento com TNFa;

2.2. Identificar genes diferencialmente expressos comparando as linhagens
normal e imortalizadas com HPV16 e 18, antes e apds tratamento com TNFa, através da

técnica de “Differential Display™.

45



3. Material e Métodos

3.1. Cultura de células

Foram utilizadas culturas priméarias de queratinécitos obtidos a partir de
prepucios de recém-nascidos (normal human foreskin keratinocytes ou NHFK), como
descrito por SCHLEGEL et al.. (1988) e linhagens de queratindcitos humanos normais
imortalizados com genoma completo de HPV16 (HF698) e HPV18 (HF18Nco). As
linhagens imortalizadas por HPV foram isoladas de clones independentes e obtidas por
transfeccdo a partir de NHFK (BARBOSA ¢ SCHLEGEL, 1989). Os NHFK foram
cultivados em meio definido para cultivo de queratindcitos (K-SFM - Life Technologies
Inc, Gaithersburg, MD), suplementado com 70ug de extrato de pituitdria bovina e
10ng/mL de fator de crescimento epidérmico (EGF). As linhagens imortalizadas com
HPV foram cultivadas em meio 3 + 1, que consiste em uma mistura de trés volumes de
K-SFM e uma volume de DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) com 10% de
soro fetal bovino (SFB). As células fora mantidas em estufa imida, a 37° C e com 5% de
CO;. Os subcultivos foram feitos na proporgédo 1:4. As células foram congeladas quando
necessario em meio contendo 10% de dimetilsulféxido (DMSO) e 20% de soro fetal

bovino.
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3.2. Tratamento com TNFa (VILLA et al., 1992)

As linhagens celulares NHFK, HF698 e HF18Nco, foram -cultivadas nas
condi¢gdes anteriormente descritas, por aproximadamente 7 passagens, tripsinizadas e
contadas em camara de Newbauer. Em seguida, foram semeadas em placas de Petri de
plastico (2-5 x 10° ou 0,7-1 x 10° células por placa, conforme as placas utilizadas, 90 ou
60 mm de didmetro, respectivamente). Ao atingirem 40-50% de confluéncia, o meio de
cultura foi substituido por meio fresco com 2nM de TNFa humano recombinante
(Boehringer Mannheim). Apdés 60 horas de tratamento, realizou-se a andlise de
proliferagdo celular, extragdo de RNA e proteinas. Em todos os casos foram semeadas

placas controle que ndo foram tratadas com TNFa.

3.3. Analise de proliferacio celular

Os efeitos do TNFa na proliferacdo celular foram avaliados mediante analise por
citometria de fluxo. As células cultivadas em placas de Petri de 90mm (com e sem
tratamento com TNFa) foram tripsinizadas, lavadas duas vezes com 5mL de PBS,
ressuspendidas em DMSO em tampfo sacarose-citrato (10%100ul CYCLE TEST PLUS
buffer solution, Beckton Dickinson) e utilizadas a seguir ou estocadas a4 70° C até a
analise. A marcacdo das células foi feita com iodeto de propideo utilizando-se o kit

CYCLE TEST PLUS (Beckton Dickinson). Aos 100ul. da suspensio de células

acrescentou-se 250ul da solugdo A (que contém tripsina), a temperatura ambiente por 10
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minutos. Em seguida, foram adicionados 200u] da solugdo B (que contém inibidor de
tripsina e Ribonuclease A) a temperatura ambiente, por 10 minutos. Por ultimo,
adicionou-se 200uL da solugdo C (que contém iodeto de propidio e tetrahidrocloreto de

espermina), a 4° C, por 15 minutos.

A avaliacdo da fluorescéncia do iodeto de propideo no nucleo das células foi
realizada por citometria de fluxo em citometro FACScan, empregando-se para a andlise
o programa “CellFit” (Becton Dickinson), que permite visualizar e quantificar as

diferentes populagdes de células distribuidas pelas diferentes fases do ciclo celular.

3.4. Extraciao de RNA

O RNA de todas as linhagens celulares foi isolado utilizando-se o método
RNAzol™ B (CEL-TEST, INC). Para cada linhagem celular foram adicionados 0,5mL
de RNAzol/placa, e as células foram coletadas mediante o uso de um cell scraper e
transferidas para um tubo Eppendorf de 1,5 mL. Em seguida, foram adicionados 0,2mL
de cloroférmio por cada mL homogeneizado. Cada amostra foi agitada vigorosamente
por inversdo durante 15 segundos, mantida em gelo por 5 minutos e centrifugada a
12000g e 4° C durante 15 minutos. A fase aquosa de cada amostra foi transferida para
outro Eppendorf e o RNA precipitado mediante a adigdo de um volume igual de
isopropanol, durante um periodo superior a 10 horas, a -70° C. Finalmente, as amostras

foram centrifugadas a 12000g a 4° C, durante 15 minutos, os pellets foram lavados com
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etanol 75% a 7500g a 4° C, durante 8 minutos, secados naturalmente, ressuspendidos em
S0uL de dgua Milli-Q tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e estocadas a =70° C. A
concentragdo de RNA de cada amostra foi determinada a 260/280nm utilizando-se um

espectrofotometero Genesys 2 (Spectronic®).

3.5. Northern Blot

Apos cada extragdo do RNA total das amostras, 10 pg de RNA foram submetidas
ao fracionamento em gel de agarose desnaturante com 1% de formaldeido, para
verificacdo da integridade do RNA através da visualizacdo das subunidades ribossomais
28S e 18S sob luz ultravioleta, conforme procedimentos usuais (SAMBROOK et al.,
1989). Esta técnica permite ndo somente detectar e quantificar a expressdo génica
(RNA), mas também determinar o peso molecular relativo dos transcritos. Neste caso,
foi utilizada para avaliar a expressdo dos genes p21 e pl6 nas linhagens tratadas e ndo

tratadas com TNFa.

Para um gel de 100mL foram utilizados 1g de agarose (GibcoBRL), 2mL de
borato de s6dio 50X (acido bérico 1M, pH 8,3), S0uL de EDTA (0,5 M, pH 8,0) e 17mL
de formaldeido 37% (Merck). As amostras foram preparadas colocando-se 10ug de cada
RNA em um volume final de 20puL. Em seguida, foram acrescentados 20uL de tampdo
de amostra (glicerol 20%, borato 1X, EDTA 0,2mM, formamida 50%, formaldeido 16%

e azul de bromofenol). As amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C durante 10
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minutos sendo imediatamente transferidas em gelo (5 minutos). Finalmente as amostras
foram aplicadas no gel e submetidas a eletroforese a 70 volts em tampdo de corrida

(borato 1X, EDTA 0,5mM e formaldeido 5%) durante 4 a 5 horas.

O gel foi lavado em 4X SSC (NaCl 0,6M, citrato de sédio 60mM, pH 6.45) e
10X SSC (NaCl 1,5M, citrato de sédio 1,5M, pH 6,45) durante 20 minutos para eliminar
o excesso de formaldeido. As amostras foram transferidas por capilaridade para uma
membrana de nylon (Hybond-N/Amersham) com 10 X SSC, durante 12 a 16 horas. A
eficiéncia de transferéncia foi conferida mediante visualizagdo do RNA utilizando-se
lampada UVG-11 (Mineralight) de baixo comprimento de onda (254nm) e os RNA
foram fixados na membrana utilizando UV Crosslinker FB-UVXL-1000

(FisherBiotech).

A hibridizagdo foi realizada a 65°C durante 16 horas em solugdo de hibridizagdo
contendo sonda marcada através do kit Random Primers DNA Labeling System GIBCO-
BRL com P* (Na;HPO; 0,25M, SDS 7%, BSA 1%, EDTA 1mM). Posteriormente, a
membrana foi lavada com solu¢do de lavagem (Na,HPO; 0,25M, SDS 1% e EDTA
ImM) durante 30 minutos, a 65°C, para a retirada do excesso de sonda. Finalmente, as
membranas foram expostas a filmes de raio X a 70°C, de 36 a 48 horas. Com objetivo de
normalizar a quantidade de RNA aplicada, utilizou-se uma sonda para 0 mRNA da
gliceraldeido 3-P desidrogenase. Essa enzima faz parte da via glicolitica e ¢ codificada

de forma constitutiva nos tecidos.
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Para a quantificagdo e normalizagdo das intensidades relativas das bandas
obtidas, os filmes foram submetidos a densitometria de laser em UltraScan

(Pharmacia/LLKB).

3.6. DDRT-PCR “Differential Display RT-PCR” (LIANG et al., 1992)

Neste método, especificamente, uma amostra de RNA ¢ transcrita reversamente
com grupos de iniciadores (T;;MN) oligo (dT) ancorados, onde M pode ser G, AouC, e
N outra base qualquer. Desta forma, com um conjunto de quatro iniciadores T VA,
TuVC, TuVG e T, VT, podemos dividir toda a populagio de mRNA em 12
subpopulagdes de cDNA de fita simples. Esses cDNAs sdo utilizados como moldes em
uma reacdo de PCR radioativa (a dCTP?*?), onde um iniciador ancorado combinado com
outro iniciador aleatorio de 10 bases (p13, pl4 ou pl5) sdo utilizados na amplificagdo
em condigdes de baixa estringéncia. Uma temperatura mais baixa € utilizada no primeiro
ciclo de amplificagdo do cDNA, visando o pareamento dos iniciadores em sitios de
complementariedade parcial. Desta forma, apds a transcri¢do reversa e desnaturagdo, o
pareamento do iniciador feito na primeira fita de ¢cDNA recém sintetizada, se torna
disponivel para o pareamento com o iniciador arbitrario de acordo com a seqiiéncia do
mesmo. O produto deste segundo passo, possuira os iniciadores presentes em cada uma
das extremidades e podera ser amplificado na reacdo de PCR. Teoricamente somente
segmentos provenientes do mRNA serdo amplificados, isto porque um sitio foi gerado

durante a sintese do cDNA e o outro sitio adicionado durante o pareamento em baixa
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estringéncia durante o ciclo da PCR. Apés separagdo dos fragmentos por eletroforese em
gel de seqiienciamento, identificam-se as bandas diferencialmente expressas através da
impressdo em um filme de raio-X. O cDNA ¢ recuperado do gel e reamplificado em
outra reagdo de PCR. Este produto ¢ clonado e seqiienciado. As seqiiéncias obtidas sdo
comparadas as seqiiéncias registradas em bancos de genes em busca de similaridades e
na provavel caracterizagdo de um gene. Posteriormente a expressio do gene ¢é
comprovada através de uma analise de “Northern Blot”, utilizando-se como sonda as
bandas de cDNA clonadas. Este método possibilita a identificagdo de genes
diferencialmente expressos entre as aproximadamente 15000 espécies de mRNAs
individuais em cada populagdo de células e recuperar os diferentes cDNAs e clones
gendmicos. Desta forma, tanto genes super expressos quanto genes suprimidos podem
ser identificados simultaneamente (LIANG er al., 1992). Neste estudo, foi utilizado
apenas um iniciador ancorado (T11VC) combinado com os 3 iniciadores aleatérios,
devido ao grande nimero de bandas diferencialmente expressas obtidas em cada

experimento, quando comparadas as linhagens em quest&o.

3.6.1. Tratamento do RNA total com DNasel

Uma vez confirmada a integridade do RNA, trataram-se todas as amostras com
DNasel com o objetivo de eliminar uma possivel contaminagdo com DNA gendmico.

Para cada amostra com 50pg de RNA, utilizaram-se: 10uL de tampdo 10X (MgClh),

1uL de inibidor de RNAase (RNAsin 40U/uL), 10ul. de DNAase (DNAase Promega
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1U/uL), 10uL de DTT 10mM (DTT 0,1M GIBCO) e 69uL de 4gua tratada com DEPC.
Incubou-se a 37°C por 1 hora. Para parar a reagdo, adicionou-se em cada amostra 25uL
de STOP REACTION: 2,5uL. de EDTA 0,5M, 12,5uL de NaOAC 3M, 1,25uL de SDS
20% e 8,75uL de agua tratada com DEPC. Adicionaram-se mais 75uL. de agua tratada
com DEPC em cada amostra e em seguida procedeu-se a extragdo do RNA. Utilizaram-
se cloroférmio (1 vez) e cloroférmio alcool-isoamilico (1 vez). A precipitagdo do RNA
foi obtida adicionando-se 10puL de NaCl 5SM e 525uL de alcool etilico 80%. As amostras
ficaram a —70°C de 10-15 horas. Em seguida foram centrifugadas a 14000g/4°C, os
pellets lavados 1 vez com alcool etilico e secos em centrifuga com véacuo (SpeedVac).
Cada amostra foi ressuspendida em S0uL de dgua tratada com DEPC. A quantificacdo
foi feita através da leitura de uma aliquota de cada amostra no espectrofotdmetro em
comprimento de onda equivalente a 260nm, considerando que 10D equivale a
40pug/mL de RNA. A relagdo entre as leituras realizadas a 260 e 280nm, é utilizada
como parametro na estimativa do grau de contamina¢do do RNA por proteinas, devendo

ser igual ou proxima a 2,0.

3.6.2. Sintese de cDNA com iniciador ancorado

O cDNA ¢ sintetizado com um iniciador ancorado (neste caso utilizou-se o

T11VC ou ET11C). Para cada amostra utilizaram-se: 0,2ug do RNA (2,0uL), 2,0uL do
oligo T1;VC ou ET11C 2,5uM e 16,0pL de dgua tratada com DEPC. Incubou-se a 70° C

por 10 minutos. Apds deixar as amostras 2 minutos em gelo, procedeu-se a reagdo de
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transcriptase reversa: 4,0ul de 5X First Strand Buffer (GIBCO), 2,0uL de dNTP
(0,2mM), 1,0uL de RNAsin (RNAsin Promega, 40U/uL), 1,0uL Transcriptase Reversa

(SuperScript™ II RT 200U/uL) e 1,0uL DTT 0,1M (GIBCO). Incubou-se a 42°C por

uma hora e por tltimo, inativou-se a 70°C por 15 minutos.

3.6.3. Reaciio em cadeia da polimerase para amostragem diferencial das

populacdes de mRNA: DDRT-PCR

A amplificacdo dos cDNAs foi feita com os trés iniciadores aleatérios € um
iniciador ancorado, ou seja, cada amostra foi amplificada utilizando-se trés combinagdes
de iniciadores: T;;VC x P13, T;;VC x P14 e T, VC x P15. Os iniciadores e as condigdes
de reacdo estdo resumidas nos quadros 1 e 2. Para cada 20uLl de reagdo utilizaram-se:
2,0uL de tampdo de PCR 10X (Gibco-BRL), 1,0pL de cloreto de magnésio 50nM
(Gibco-BRL), 0,5pL. Taq DNA Polimerase-Sequence Grade S5U/uL (Promega), 2,0uL de
dNTP 200uM, 0,5pL P*? adCTP, 2,0uL do iniciador aleatério SuM, 2,0uL do iniciador
ancorado 2,5uM e 7,0uL de agua Milli-Q. A cada SuL dos produtos amplificados, foram
adicionados 2pul. de STOP SOLUTION (USB). As amostras foram desnaturadas a 70°C
durante 5 minutos e submetidas & eletroforese em um gel denaturante (48g de uréia,
15mL de bis-acrilamida 39:1, 10mL de BTE 10X, 650uL de APS 10%, 42,5uL de

TEMED e 4gua MilliQ g.s.p. 100mL) a uma tensdo de 1500V até que o corante xileno-
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cianol alcangasse 3/ 4 do gel. O gel foi exposto contra filme de raio-X KODAK por

tempos variados e entio revelado.

Quadro 1 - Iniciadores utilizados para DDRT-PCR (LIANG et al., 1993; LIANG e

PARDEE, 1992).
INICIADORES SEQUENCIA DOS INICIADORES
P13 5- CTGATCCATG - 3°
ALEATORIOS P14 5’- CTGCTCTCAA — 3’
P15 5°- CTTGATTGCC — 3’
TnVvVC 5S-TTTTTTTTTTTVC -3
ANCORADOS TVG 5’- TTTTTTTTTTTVG - 3'
TuVA 5’-TTTTTTTTTTIVA-3’

V=AouCouG

Quadro 2 - Condi¢des de ciclagem utilizadas para DDRT-PCR (LIANG e PARDEE,

1992).

TEMPERATURA DURACAO CICLOS
94°C 4 minutos 1 ciclo
94°C 30 segundos
40°C 2 minutos 40 ciclos
72°C 30 segundos
94°C 30 seéundos
40°C 2 minutos 1 ciclo
$2°C 10 minutos

3.6.4. Recuperacio e eluicdo das bandas do gel desnaturante

O autoradiograma do DDRT-PCR foi

analisado com base na sua

reprodutibilidade, qualidade e nimero de bandas geradas. Apds esta primeira andlise, as
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bandas que apresentaram diferentes perfis de expressdo foram selecionadas,

identificadas e finalmente recuperadas.

A recuperagdo das bandas do produto de PCR foi efetuada como descrito por
WELSH et al.. (1992). O autoradiograma foi alinhado com o gel de acordo com as
marcas radioativas previamente feitas e as bandas cortadas do gel utilizando-se ldminas
estéreis. A cada fragmento do gel de acrilamida contendo a banda de interesse,
acrescentou-se 100pL de agua Milli-Q e o DNA foi entdo eluido por aquecimento a
95°C por 15 minutos. Apés a centrifugagdo a 12000rpm por 2 minutos o sobrenadante
foi coletado. A partir de 2,0uL. de cada eluato, procedeu-se a reamplificagdo por PCR
dos fragmentos de cDNA de interesse realizada nas mesmas condi¢des descritas para o
DDRT-PCR, porém eliminando-se o radioisotopo. Os produtos de PCR foram
fracionados em gel de agarose 1,2% contendo brometo de etideo (0,5ug/mL), e as
bandas de interesse recuperadas do gel e purificadas utilizando-se o “Wizard PCR Preps
DNA purification system” (Promega), seguindo as instru¢des recomendadas pelo

fabricante.

3.6.5. Clonagem e Seqiienciamento das amostras

Os produtos da reamplificacdo foram purificados pelo “Magic PCR Preps
Purification System” (Promega) e clonados em pUC18 pelo Kit Sure Clone® ligation kit

(Pharmacia). A presenga do inserto nos vetores foi checada através de uma reagdo de
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PCR utilizando-se iniciadores especificos para a regido 5' e 3’ da regido polilynker do
vetor (pUCMI13 senso ¢ pUCMI3 antisenso). A positividade das amostras foi
determinada pelo tamanho esperado de cada clone, e confirmada apds digestdo do
plasmidio purificado com enzimas apropriadas. A transformagdo em bactérias E. coli
DH5a foi realizada por termotransformagdo. As bactérias foram selecionadas em meio
LB-agar contendo 1,5% de ampicilina (100pug/mL), IPTG (0,1 nM) e X-gal (0,003%).
Foram selecionadas de 3 a 5 coldnias, inoculadas em meio LB com ampicilina e
incubadas a 37° C. O DNA plasmidial foi purificado utilizando-se o kit Wizard Plus

MiniPrep DNA Purification System (Promega).

De 300 a 500 nanogramas dos plasmidios obtidos na clonagem contendo os
insertos de interesse, foram seqiienciados utilizando-se o Kit “Thermo Sequence
fluorescent labelled primer cycle sequencing” (Amersham Life Science) disponivel para

o seqiienciamento automatico no seqiienciador ABI377-PRISM (Perkin Elmer Cetus).

3.6.6. Anailise das seqiiéncias

As seqiiéncias obtidas foram submetidas ao banco de dados americano de
seqiiéncias nucleotidicas do Centro Nacional de Biotecnologia e Informag¢des (NCBI),

utilizando-se o algoritmo BLAST-N (http:\\www.ncbi.nlm.gov).
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3.7. Extracdo de proteinas e Western Blot (VIEIRA ez al., 1996)

A extragdo de proteinas das linhagens analisadas foi realizada mediante lise
celular e posterior separa¢do da fragdo proteica. A cada placa adicionaram-se 500ul de
solugdo de lise (NaCl 150mM, Tris-HCl 50mM pH 7,5, NP40 0,5%, EDTA 0,ImM,
fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) 0,5% e Aprotinina 100 unidades/ml), sendo os dois
altimos componentes inibidores de proteases. O lisado foi coletado mediante o uso de
um cell scraper e transferido para um tubo Eppendorf de 1,5ml. Em seguida, apds
incubagdo em gelo durante 15 minutos e centrifugagdo a 15000g a 4° C, durante 30
minutos, o sobrenadante foi transferido para outro tubo e as amostras estocadas a —70°
C. As amostras foram quantificadas através do método de Bradford e submetidas a gel
de separacdo 12,5%, contendo. 1,875ml de acrilamida 30%, 1,5ml de lower buffer (Tris-
HCI 1,5M, SDS 0,4%, pH=8,8), 1,125ml de agua, 24ul de APS, 11,25ul de TEMED. O
gel de Stacking 4% contém 1,5ml de agua, 625ml de tampéo superior (Tris-HC1 0,5M,
SDS 0,4%, PH=8,0), 313l de acrilamida 30%, 11,25ul de APS e 3,75ul TEMED. Apos
eletrotransferéncia para filtro de nitrocelulose, com tampdo contendo 144g de glicina,
30,3g de Tris e 10g de SDS, estes filtros foram avaliados na presenca de anticorpos

monoclonais especificos para p16 e p21 (Santa Cruz Biotechnology).

A normalizagdo das bandas especificas obtidas no Western Blot foi realizada por
densitometria de bandas inespecificas utilizadas como padrdo, presentes no mesmo

filme.
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4. Resultados

Inicialmente, como ja demonstrado nestas linhagens (VIEIRA et al., 1996), foi
analisada a inibi¢do diferencial da proliferagdo das linhagens imortalizadas HF698
(HPV16) e HF18Nco (HPV18) tratadas com 2nM de TNFa. Os efeitos desta citocina
foram avaliados mediante andlise por citometria de fluxo (FACS), em cinco
experimentos individuais para cada linhagem. Quando se expds a linhagem HF698 ao
TNFa, observou-se uma diminuiggo significativa de células na fase S e um aumento das
mesmas na fase Go-G1, quando comparadas & linhagem controle (ndo tratada com
TNFa). O mesmo ndo foi observado na linhagem HF18Nco apés serem submetidas ao

tratamento com TNFa (Tabela 1).

Tabela 1 - Analise por FACS da distribui¢do das populagdes celulares nas distintas fases

do ciclo celular quando tratadas com 2 nM de TNF-a.

Linhagem HF698 HF18Nco
TNFa - + - +
G0-G1 61,2+3,1 734+22 | 693+4,6 | 709+64

S 282+1,1 180+19 | 209+2,1 17,8 +4,1
G2+M 10,6 +4,1 8,6 +24 10,8 +4,0 86+3,1

59



A diferenca observada no nivel de fosforilagdo de pRB e na expressio de
algumas proteinas envolvidas no ciclo celular (VIEIRA et al, 1996), pode ser
ocasionada por alteragdes nos niveis ou expressdo de CDlIs, particularmente p21™ e
p16™*, que atuam principalmente na fase GO-G1 do ciclo celular e que poderiam estar
envolvidas num provavel mecanismo que explicasse a diferenca de sensibilidade das
linhagens anteriormente citadas. Com intuito de verificar as alteragdes acima

mencionadas, foram realizados ensaios de “Northern Blot” e “Western Blot”, para pl16 e

p21, nas linhagens imortalizadas por HPV 16 e 18.

Conforme apresentado na figura 6, os niveis basais de p21 parecem aumentar
tanto na linhagem HF698, como na HF18Nco, apés indugdo por TNFa. Analisando as
figuras 7 e 8, que representam respectivamente a razdo entre os niveis de p21/GAPDH e
o coeficiente de inducdo em trés experimentos individuais para cada linhagem
(indicados pelas barras de desvio), evidencia-se a indu¢do de p21 na linhagem HF698
ap6s o tratamento com TNFa. Estas medidas foram avaliadas estatisticamente através do
Teste t de Student, confirmando a significancia da indugdo acima mencionada (Tabela

2).
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Figura 6 - Analise dos niveis de mRNA de p21, nas linhagens HF698 ¢ HF18Nco, antes
e apds tratamento com 2nM de TNFa.
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Figura 7 — Razdo entre os niveis de p21 e GAPDH, antes e ap6s tratamento com TNFa,
nas linhagens estudadas.
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Figura 8 — Coeficiente de inducdo de p21, apds tratamento com TNFa, nas linhagens
estudadas.
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Tabela 2 - Analise comparativa dos niveis de p21 antes e apods tratamento com TNFa,

nas linhagens estudadas.
LINHAGENS ANALISADAS (rzsil;od?s])tfdzn :
HF698 HF18Nco 0,124
HF698TNF HF18NcoTNF 0,365
HF698 HF698TNF 0,004*
HF18Nco HF18NcoTNF 0,967
COEFICIENTE DE INDUCAO
HF698 HF18Nco 0,082

* valores significativos

Analisando a figura 9, observa-se um aumento na indu¢do da proteina p21 na
linhagem HF698 em relacdo a linhagem HF18Nco, apos o tratamento com TNFa. Os
niveis da proteina p21 e sua indugdo, avaliados em dois experimentos individuais de
cada linhagem, sdo mostrados nas figuras 10 e 11, respectivamente. Estas medidas foram
avaliadas estatisticamente através do teste t de Student, comparando tanto as diferencas
obtidas entre as linhagens HF698 ¢ HF18Nco, quanto de acordo com a exposi¢do de
cada linhagem ao TNFa. Porém, a diferenga verificada na figura 9 ndo foi

estatisticamente significativa (Tabela 3).
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Figura 9 - Anélise da proteina p21, através do método de “Western Blot”. As linhagens
HF698 e 18Nco foram submetidas ao tratamento com 2 nM de TNFa.
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Figura 10 - Niveis da proteina p21 (proporgdes definidas em Material ¢ Métodos), antes
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Figura 11 - Coeficiente de inducio da proteina p21, apés tratamento com TNFa., nas
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Tabela 3 - Anélise comparativa da expressdo da proteina p21, antes € ap6s tratamento
com TNFa, entre as linhagens estudadas.

LINHAGENS ANALISADAS (r:;;:Lt(;Esthazn 5
HF698 HF18Nco 0,642
HF698TNF HF18NcoTNF 0,707
HF698 HF698TNF 0,485
HF18Nco HF18NcoTNF 0,96
COEFICIENTE DE INDUCAO
HF698 HF18Nco 021

Observando a figura 12, parece ndo ocorrer indugdo de p16 nas linhagens HF698
e HF18Nco, apds tratamento com TNFa. Ao analisarmos as figuras 13 e 14, que
representam respectivamente a razao entre os niveis de p16/GAPDH e o coeficiente de
indugdo apos tratamento com TNFoa, em trés experimentos individuais de cada
linhagem, verifica-se que ndo ocorre a indugéo de p16 nas duas linhagens avaliadas. A
tabela 4 representa a analise estatistica elaborada através do Teste t de Student, onde se

confirma o dado acima mencionado.
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Figura 12 - Analise dos niveis de mRNA de p16, nas linhagens HF698 e HF 18Nco,
antes e ap6s tratamento com TNFa.
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Figura 13 - Razio entre os niveis de p16 e GAPDH, antes e apds tratamento com
TNFa, nas linhagens estudadas.
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Figura 14 - Coeficiente de indugdo de p16, apéds tratamento com TNFa, nas linhagens
estudadas.
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Tabela 4 - Analise comparativa dos niveis de p16, antes e ap0s tratamento com TNFa,

entre as linhagens estudadas.
LINHAGENS ANALISADAS (T:;‘;It‘odgsnhf‘dl:m)
HF698 HF18Nco 0,211
HF698TNF HF18NcoTNF 0,206
HF698 HF698TNF 0,081
HF18Nco HF18NcoTNF 0,973
COEFICIENTE DE INDUCAO
HF698 HF18Nco 0,185

Uma vez que os niveis de mRNA de p16 n3o foram alterados pelo tratamento
com TNFq, tanto na linhagem sensivel quanto na resistente, avaliou-se a concentragdo
da proteina p16 mediante ensaio de “Western Blot”. Na figura 15, nota-se uma nitida
diferenga na expressdo da proteina p16, entre as linhagens estudadas. Os niveis de pl6 ¢
sua indugdo, avaliados em trés experimentos individuais de cada linhagem (indicados
pelas barras de desvio) estdo ilustrados nas figuras 16 e 17, respectivamente. Apos
analise estatistica, confirmou-se a diferenca observada (Tabela 5). Estes dados sugerem
que a presenga de tipos diferentes de HPV interferiria na express3o ou manutengio desta

proteina, o que seria independente do tratamento com TNFa.
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Figura 15 - Anélise da proteina p16 através do método de “Western Blot”. As linhagens
HF698 e HF 18Nco foram submetidas ao tratamento com 2nM de TNFa.
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Figura 16 - Niveis da proteina p16 (proporgdes definidas em Material e Métodos), antes
e apds tratamento com TNFa nas linhagens estudadas.
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Figura 17 - Coeficiente de indugdo da proteina p16, apds tratamento com TNFa, nas
linhagens estudadas.
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Tabela 5 - Anélise comparativa da expressdo da proteina p16, antes € ap6s tratamento
com TNFaq, entre as linhagens estudadas.

LINHAGENS ANALISADAS ﬂ:;ﬁodfsntfdzn "
HF698 HF18Nco 0,049*
HF698TNF HF18NcoTNF 0,028*
HF698 HF698TNF 0,261
HF18Nco HF 18NcoTNF 0,369
COEFICIENTE DE INDUCAO
HF698 HF18Nco 0,122

* valores significativos

A seguir, com o0 objetivo de identificar genes diferencialmente expressos entre a
linhagem normal (NHFK) e imortalizadas HF698 (HPV16) e HF18Nco (HPV18),
utilizou-se a técnica de “Differential Display” (DDRT-PCR). A partir dos géis de
DDRT-PCR elaborados, foram recuperadas 44 bandas diferencialmente expressas. A
figura 18, representa um exemplo do perfil de distribui¢do diferencial dos fragmentos de
c¢DNA, comparando as linhagens HF698 e HF18Nco, tratadas ou ndo com TNFa. A
figura 19 mostra em detalhes 4 bandas recuperadas dos géis de DDRT-PCR e que
posteriormente foram analisadas através de “Northern Blot™.

Todas as bandas recuperadas do gel de DDRT-PCR foram reamplificadas com
sucesso. Confirmou-se o perfil do tamanho molecular das bandas em gel de agarose
1,2% com uma reacdo de PCR nio radioativa onde foram utilizados os mesmos

iniciadores da reagdo anterior (Figura 20).
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Figura 18 - Exemplo de perfil de bandas de um gel de DDRT-PCR. Os iniciadores
aleatorios utilizados foram p13, p14 e p15, conforme descrito em Material

e Métodos.
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Figura 19 - Detalhe das bandas recuperadas dos géis de DDRT-PCR e analisadas
posteriormente por “Northern Blot”. O iniciador ancorado utilizado foi
T11VC e os iniciadores aleatorios p13, p14 e p15, conforme descrito em
Material e Métodos.
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Figura 20 - Amplificagdo das bandas recuperadas dos géis de DDRT-PCR, analisadas
posteriormente através de “Northern Blot™.

MPM: Marcador de peso molecular 100pb
1) Proteina ribossomal .26
2) MCP-1
3) Palmitoil Transferase
4) Laminina 5a 3B
5) MHC-IB
6) Controle negativo da rea¢do de PCR

A partir dos géis de DDRT-PCR, foram recuperadas 44 bandas, das quais 39
foram clonadas obtendo-se 56 clones. Como esperado as seqiiéncias obtidas a partir das

bandas diferencialmente expressas, tém identidade com genes variada (Tabela 6).
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Tabela 6 - Comparagio dos clones isolados a partir de DDRT-PCR com as identidades e

seus valores obtidos no banco de dados GenBank.

IDENTIDADE DOS GENES

NUMERO DE
ACESSO
GenBank

1 RNA polimerase sigma 54 gi\2313838 0,5
2 Homo sapiens PAC 6802 782215 S5e -75
3 Translocador mitocondrial ADP/ADT humano J02966 0
4 Homo sapiens KIAA0396 mRNA ABO007856 0,005
5 Homo sapiens 8p21.3-p22 anti-oncogene AB020861 e-132
6 Vetor pWLG30 AF134199 0
10 Homo sapiens clone RPC875H1 AC002401 0,01
11 M. musculus cos. MPMGc1211L.12287 AF073797 2e-11
12 Homo sapiens KIAA0517 mRNA AB011089 e-159
13 Homo sapiens clone RG104104 AC000119 3e-76
14 Homo sapiens clone 753D10 AL049651 9¢ -74
15 RNA transportador humano L00016 S5e-52
Homo sapiens nc69b02.s1 NCI-CGAP (dbest) AA469232 2e -44
16 E. coli clone K-12M61655 AE000480 e-159
Queratina 6 - isoforma K6a 142583 2e -77
17 Homo sapiens proteina ribossomal 1.27 NMO000988 e-159
18 gene E6 HPV16 AJ388057 6e -44
19 Homo sapiens 8p21.3-p22 anti-oncogene AB020861 0,12
Homo sapiens BAC clone RG162B04 AC004544 0,64
A calcoaceticus gene trpE X51633 0,4
20 Homo sapiens clone NHO053H10 AC007358 0,011
D. melanogaster P1DS07424 AC004320 0,015
21 B. taurus clone DVEPC049 U95982 1.7
22 Homo sapiens PAC DJ1059M17 AC004953 0,02
Vetor pWLG30 AF134199 0
23 Homo sapiens clone 54B20 798304 0,005
Soares fetal heart NbHH19W (dbest) AI190033 0
Homo sapiens clone B220G8 AC004054 1,3
Homo sapiens clone G5572E02 AC005160 0,043
24 Homo sapiens clone pDJ430i19 AC005319 0,007
25 Gene MCP-1 mRNA U09196 le -33
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Tabela 6 (cont.) - Comparacdo dos clones isolados a partir de DDRT-PCR com as
identidades e seus valores obtidos no banco de dados GenBank.

AMOSTRA

IDENTIDADE DOS GENES

NUMERO DE
ACESSO
GenBank

VALORE

26 | Homosapiensclonean27f10x2 |  AlI733659 2e -51
A thaliana BAC F3N23 AC008017 0,085
27 Homo sapiens proteina ribossomal S15 NM001019 0
28 Homo sapiens palmitoil transferase NMO0006415 e-124
29 A thaliana BAC ch 1 AC011765 0,62
Soares fetal heart NbHH19W (dbest) Al190033 0
Homo sapiens TACC2 clone AF095791 0
Homo sapiens tw91b11-x1 NCI-CGAP AI591098 0
30 Homo sapiens DJ0186K10 AC004021 3e -08
31 Homo sapiens clone hRPC867C24 AC002558 2e -22
32 Homo sapiens Tis11d gene U07802 3e -93
33 Homo sapiens arginil tRNA sintetase NM0002887 0
Homo sapiens proteina ribossomal L26 AW772709 0
34 Homo sapiens PBX3 mRNA X59841 4e -47
Homo sapiens proteina ribossomal L3 AW780331 0
35 Homo sapiens laminina 5 alpha3B X84900 2e -54
36 Homo sapiens laminina 5 alpha3B X84900 2e -54
37 Soares NFL-T-GBC S1 XV26b05-X1 AW274001 4e -26
38 Homo sapiens proteina ribossomal 1.27 NMO000988 0
39 Homo sapiens clone NH0327NI7 AC007041 0,068
Homo sapiens gene MHC-I (HLA-I B) AP000507 2e -84
42 Homo sapiens clone pDJ430i19 ACO005319 0,007
43 Homo sapiens vimentina AW772741 0
44 Clone genoma mitocondrial completo JO1415 e-105
Homo sapiens clone B2291C14 AP000220 0,001
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Os 56 clones gerados obtiveram identidade com diversos genes conhecidos,
dbEST (etiquetas de seqiiéncia expressa) ou ndo tiveram identidade com nenhuma
seqiiéncia depositada no banco de dados (Tabela 7). Esta classificagdo foi elaborada a
partir de valores de identidade que os clones obtiveram segundo andlise no banco de

dados GenBank.

Tabela 7 - Andlise de identidade elaborada a partir dos bancos de segiiéncias
nucleotidicas de genes conhecidos e ESTs (dbEST).

ANALISE DE IDENTIDADE COM O BANCO DE NUMERO DE CLONES
DADOS
GENES CONHECIDOS 20
dbEST 16
NENHUMA IDENTIDADE 20
TOTAL 56

Dentre os genes conhecidos, 4 foram de particular interesse: MHC-IB, MCP-1,
laminina 5 a 3B e palmitoil-transferase. A figura 21 mostra um aumento nos niveis de
MHC-IB nas linhagens NHFK, quando foram submetidas a exposi¢do com TNFa. O
mesmo ndo ocorreu nas linhagens imortalizadas. As figuras 22 e 23 ilustram a razdo e o
coeficiente de indugdo ao comparar trés experimentos de cada linhagem (indicados pelas
barras de desvio), antes € apds o tratamento com TNFa. A significancia estatistica

destes dados foi obtida através do teste de Tukey (Tabela 8).
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Figura 21 : Analise dos niveis de mRNA de MHC-IB, nas linhagens estudadas, antes €
 ap6s tratamento com 2nM de TNFa.
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Figura 22 - Razdo entre os niveis de mRNA de MHC-IB e GAPDH, antes e apds
tratamento com TNFa.
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Figura 23 - Coeficiente de inducio de MHC-IB, apds tratamento com TNFa, nas
linhagens estudadas.
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Tabela 8 - Andlise comparativa dos niveis de MHC-IB, antes e ap6s tratamento com
TNFa, entre as linhagens estudadas.

LINHAGENS ANALISADAS (;; “:tléod:‘,ll.’“i;)
NHFK HF698 0,118
NHFK HF18Nco 0,053
HF698 HF18Nco 0,81
NHFK TNF HF698 TNF 0,01*
NHFK TNF HF18Nco TNF 0,01*
HF698 TNF HF18Nco TNF 0,986
NHFK NHFK TNF 0,01*
HF698 HF698 TNF 0,087
HF18Nco HF18Nco TNF 0,064
COEFICIENTE DE INDUCAO
NHFK HF698 0,013*
NHFK HF18Nco 0,044%*
HF18Nco HF698 0,586

* valores significativos

Os niveis de mRNA de MCP-1, variaram de acordo com o tipo de linhagem
avaliada e também na indugdo por TNFa (Figuras 24, 25, 26 e Tabela 9). A analise
estatistica de MCP-1, comparando a linhagem NHFK com as outras, ndo tem valores de
p, pois foi realizado apenas um tinico experimento com NHFK ao contrério de trés para

as linhagens HF698 e HF18Nco (indicados pelas barras de desvio).
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Figura 24 - Analise dos niveis de MCP-1 nas linhagens estudadas, antes e apoOs
tratamento com 2nM de TNFa.
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Figura 25 — Razio entre os niveis de mRNA de MCP-1 e GAPDH, antes e apds
tratamento com TNFa, nas linhagens estudadas.
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Figura 26 - Coeficiente de indugdo de MCP-1, apés tratamento com TNFa, nas
linhagens estudadas.
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Tabela 9 - Anilise comparativa dos niveis de MCP-1, antes e ap6s tratamento com

TNFa, nas linhagens estudadas.
LINHAGENS ANALISADAS (r:s?eléodgsntfazn "
HF698 HF18Nco 0,029*
HF698 TNF HF18Nco TNF 0,039*
HF698 HF698 TNF 0.81
HF18Nco HF18Nco TNF 0,032*
COEFICIENTE DE INDUCAO
HF18Nco HF698 0,11

* valores significativos

Na figura 27, pode-se observar um aumento significativo na indu¢o de laminina
5a3B por TNFa, na linhagem NHFK. Contrariamente, nas células imortalizadas por
HPV o mesmo ndo foi verificado. Analisando as figuras 28 e 29, que representam
respectivamente a razdo entre os niveis de laminina 503B/GAPDH e o coeficiente de
indugdo em 3 experimentos individuais de cada linhagem (indicados pelas barras de
desvio), apds tratamento com TNFa, evidencia-se a indugdo do mRNA desta molécula
na linhagem normal. Estas medidas foram avaliadas estatisticamente na tabela 10,

confirmando a significancia do dado acima mencionado.
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Figura 27 - Anélise dos niveis de laminina 5 «3B nas linhagens estudadas, antes e apés
tratamento com 2nM de TNFa.
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Figura 28 - Raz3o entre os niveis de mRNA de laminina 5 3B ¢ GAPDH, antes e ap6s
tartamento com TNFa, nas linhagens estudadas.
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Figura 29 - Coeficiente de inducdo de laminina 5 a3B, ap6s tratamento com TNFa, nas
linhagens estudadas.
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Tabela 10 - Analise comparativa dos niveis de laminina 5a3B, antes ¢ apds tratamento

com TNFa, entre as linhagens estudadas.

LINHAGENS ANALISADAS (,;7 e‘:tléod?;)u':“; :
NHFK HF698 0,016*
NHFK HF18Nco 0,026
HF698 HF18Nco 0,826
NHFK TNF HF698 TNF 0,012
NHFK TNF HF18Nco TNF 0,012%*
HF698 TNF HF18Nco TNF 0,995
NHFK NHFK TNF 0,006*
HF698 HF698 TNF 0313
HF18Nco HF18Nco TNF 0,666
COEFICIENTE DE INDUCAO
NHFK HF698 0,012*
NHFK HF18Nco 0,06
HF18Nco HF698 0,563

* valores significativos

Os niveis de palmitoil transferase também foram avaliados antes e apds
exposi¢cdo ao TNFa (Figura 30), onde se observa uma diferenga significativa do mRNA
desta enzima entre as linhagens avaliadas, independentemente do tratamento com TNFa.
Foram avaliados trés experimentos de cada linhagem celular comparados na figura31.

Nao foi calculado o coeficiente de indugo deste mensageiro.
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Figura 30 - Andlise dos niveis de palmitoil transferase nas linhagens estudadas, antes e
apds tratamento com 2nM de TNFa.

88



i

| |OPalmitoil transferase

A4HN
8694H

OON8L4H I

ANLM4HN
ANLOON8L4H

4AN18694H

Figura 31 - Razio entre os niveis de mRNA de palmitoil transferase e GAPDH, antes e
apos tratamento com TNFa, nas linhagens estudadas.

A tabela 11 representa a analise estatistica elaborada através do Teste de Tuckey,
pela qual se confirmam os dados observadds na andlise de palmitoil transferase,

apresentados nas figuras anteriores.
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Tabela 11 - Andlise comparativa dos niveis de palmitoil transferase, antes e ap6s
tratamento com TNFq, entre as linhagens estudadas.

LINHAGENS ANALISADAS (;’e *:t';g:‘,;)i;)
NHFK HF698 0,002*
NHFK HF18Nco 0,002*
HF698 HF18Nco 1
NHFK TNF HF698 TNF 0,035*
NHFK TNF HF18Nco TNF 0,007*
HF698 TNF HF18Nco TNF 0,76
NHFK NHFK TNF 0,898
HF698 HF698 TNF 0,051
HF18Nco HF18Nco TNF 0,357
COEFICIENTE DE INDUCAO
NHFK HF698 0,846
NHFK HF18Nco 1
HF18Nco HF698 0,843

*valores significativos
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5. Discussiao

As infecgdes por HPV tém maior incidéncia entre mulheres sexualmente ativas,
no entanto, apenas a minoria destas desenvolve cdncer do colo uterino. Portanto,
presume-se que fatores ambientais e/ou hereditarios estariam colaborando na evolugdo
das lesdes malignas provenientes desta infecgdo. Estudos epidemiologicos e moleculares
sugerem a importancia de um sistema imune intacto para que a infec¢do pelo HPV possa
ser controlada e conseqiientemente eliminada (KADISH et al., 1997, MURAKAMI et

al., 1999).

Entre outros proéessos, a diferenga fenotipica de células infectadas com HPV de
alto risco quando comparada a células normais poderia ser em parte, explicada pela
aquisicdo de resisténcia a determinadas citocinas, entre elas, o0 TNFa. Alguns estudos
mostram que esta citocina promove a regulagdo da proliferagdo de queratindcitos
humanos normais e imortalizados por alguns tipos de HPV (MALEJCZYK et al., 1994;
VIEIRA et al., 1996; VILLA et al., 1992), contrariamente ao observado em células
transformadas, como por exemplo HeLa (SOTO et al., 1999). O efeito antiproliferativo
observado nas células sensiveis é acompanhado pela diminui¢do na expressdo de genes
virais, presumindo, desta forma, que esta citocina alteraria a transcrigdo do HPV (KYO

et al., 1994; ROSL et al., 1994).
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Neste estudo, inicialmente analisou-se o efeito diferencial do TNFa na inibi¢do
da proliferacio de queratindcitos humanos imortalizados por HPV16 ¢ HPV18. Os
resultados obtidos, além de confirmarem o que fora anteriormente observado por VILLA
e SCHLEGEL, (1991) e VILLA et al, (1992), indicaram que as condi¢des
experimentais desenvolvidas neste estudo foram adequadas. Visando identificar genes
cuja expressdo diferencial pudesse estar envolvida na resposta antiproliferativa ao
TNFa, empregou-se a metodologia de DDRT-PCR para buscar mRNAs
diferencialmente transcritos comparando as linhagens imortalizadas com HPV16 e 18,
além da cultura primaria normal NHFK, utilizada como controle de sensibilidade ao
TNFa. O critério utilizado neste estudo na escolha das bandas potencialmente
diferenciais foi qualitativo e quantitativo, visando-se selecionar bandas cuja variacdo de
intensidade diferenciasse nitidamente em relacdo a banda correspondente em outra
linhagem. Um segundo critério, foi observar um perfil homogéneo de um grupo de
bandas que pudesse indicar a expressdo constitutiva, na tentativa de normalizar a
quantidade amostral do grupo analisado. Vale a pena ressaltar, que o perfil de transcritos
obtido da linhagem imortalizada com HPVI18, diferia substancialmente quando
comparado ao perfil da linhagem imortalizada com HPV16. Em contraste, os perfis
obtidos da linhagem imortalizada com HPV16 e a cultura primaria normal,

assemelhavam-se, indicando, de certa forma, uma menor diferencga entre estas células.

Como esperado, as seqiiéncias obtidas a partir das bandas diferencialmente
expressas recuperadas da DDRT-PCR s@o muito heterogéneas. Foram identificados

genes envolvidos na proliferagdo celular (genes que originam diversas proteinas
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ribossomais), genes associados ao efeito do TNFa (genes mitocondriais), genes com
fun¢do ainda desconhecida, incluindo etiquetas de seqiiéncia expressa (ESTs). De todos
os clones obtidos, especulamos que quatro deles poderiam estar envolvidos em um
mecanismo que explicasse em parte a diferenga de sensibilidade apresentada pelas

linhagens analisadas: MHC 1B, MCP-1, laminina 5a3B e a enzima palmitoil transferase.

A imunidade mediada por células € o principal mecanismo de combate as
infecgdes intracelulares e aos tumores. Este processo ocorre através da interagdo entre
varios tipos celulares imunocompetentes, como as células apresentadoras de antigeno, os
linfocitos CD4+ e CD8+ e as células NK. A resposta imune contra agentes virais
abrange tanto uma resposta inata, quanto a adquirida. A imunidade adquirida contra
agentes virais ¢ mediada pela combinagdo entre mecanismos humorais e celulares
(revisado por ABBAS et al., 1997). As moléculas codificadas pelo sistema MHC I ou
HLA T sdo expressas na superficie de todas as células nucleadas. Sua fungdo mais
conhecida € a de apresentacdo de peptideos antigénicos as células T CD8+ (linfécitos T
citotoxicos), além de inibirem funcionalmente as células NK que podem ser encontradas
nos infiltrados de carcinoma do colo uterino. A interacdo entre receptores das células T e
o complexo HLA-peptideo, € essencial e especifica para que ocorra a ativagdo dos
linfécitos CD4+, desencadeando a expansdo clonal destas e resultando numa resposta

imune adequada.

Existem estudos que mostram associa¢@o entre polimorfismos de genes HLA de
classe I e II, a infecgdo por HPV e o carcinoma do colo uterino, indicando assim uma

possivel susceptibilidade genética a estas patologias. Alelos como DQBI*03 e
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DRBI1*15, parecem conferir maior susceptibilidade ao desenvolvimento das lesdes do
colo uterino, enquanto que alelos de DRB1*13 proporcionariam um efeito protetor
(APPLE et al., 1994; APPLE et al., 1995; revisado por MACIAG ¢ VILLA, 1999). O
mecanismo molecular de tais associagdes ndo € conhecido, entretanto, o
desencadeamento de uma resposta linfoproliferativa ativada por epitopos especificos de

HPV, poderia ser crucial na eliminag¢do destas infecgdes.

Virus e células tumorais desenvolvem mecanismos que facilitam a evasdo da
resposta imune. Recentemente, foi demonstrado que a proteina E7 de HPV16 inibe a
inducdo de genes ativados por interferon-a, o que poderia influenciar diretamente a
eficiéncia da eliminagdo do HPV (BARNARD e McMILLAN, 1999). Alguns estudos
mostram que em torno de 30 a 40% dos carcinomas do colo uterino, ocorre uma
diminuigdo significativa na expressdo de moléculas de MHC-I (GARRIDO ef al., 1997).
Este mesmo efeito foi observado em células infectadas por citomegalovirus, adenovirus
e papillomavirus bovino, mas o mecanismo responsavel por esta modula¢do ainda ndo
esta bem caracterizado (revisado por PLOEGH et al., 1998). Alguns estudos relatam a
diminui¢do da expressdo de MHC-I em lesdes precursoras do carcinoma do colo uterino
HPV positivos, indicando uma possivel interferéncia do virus na expressdo desta
molécula (CROMME et al., 1993). Em contraste, outros trabalhos ndo associam o HPV
a este efeito (GLEW et al., 1993). Existem poucos trabalhos na literatura que descrevam
a modula¢do negativa de MHC-I como conseqiiéncia da infec¢do por HPV. HOOS e

colaboradores (1996), analisaram células epiteliais transfectadas com plasmidio
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contendo E7, mas ndo obtiveram diferengas significantes na expressdo de MHC-I em

relacdo as células ndo transfectadas.

Pelo exposto, optou-se por avaliar o clone relativo 8 MHC-IB, clonado a partir de
uma banda diferencialmente expressa, comparando as duas linhagens imortalizadas com
a cultura priméria de células normais. Empregando este fragmento de DNA como sonda
molecular, observamos que os niveis d¢ mRNA de MHC-IB nas linhagens normal e
HPV16 ndo diferem entre si, diversamente da linhagem HPV18, que apresentou niveis
menores de MHC-IB quando comparada a linhagem normal. Esta diferenca foi
marginalmente significativa (p=0,053). Ap6s tratamento com TNFa, observa-se a nitida
indugdo desta molécula nas células normais, fato este ndo observado nas linhagens
imortalizadas com HPV16 e 18. Estes dados analisados em conjunto sugerem que, caso
exista a interferéncia do HPV na expressdo de MHC-IB, este efeito pode ser explicado,
em parte, por uma maior concentragdo das oncoproteinas virais nestas células, desde que
o promotor de HPV18 ¢ de 10 a 50 vezes mais ativo do que o promotor de HPV16
(ROMANCZUK et al., 1991; VILLA e SCHLEGEL, 1991). Partindo da hipétese que as
duas linhagens imortalizadas ndo sdo sensiveis ao efeito do TNFa na indugdo de MHC-
IB, poderia-se especular sobre alguma interferéncia do HPV, independentemente do
tipo, na via pela qual o TNFa ativaria a expressio de MHC-IB, impedindo desta forma

uma resposta imune adequada para a elimina¢do destas células.

A perda de sensibilidade ao TNFa € relatada em diversas linhagens celulares

infectadas ou transformadas por HPV (MALEJCZYK et al., 1994; BORNSTEIN et al.,
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1997). A proteina MCP-1 (proteina quimioatraente de monocitos) € considerada uma
citocina envolvida tanto na atragdo e adesdo de mondcitos nas células alvo, quanto na
estimulag¢do destes (ocorrendo desta forma a liberagdo de outras citocinas relevantes para
a resposta imune) (revisado por ABBAS et al.., 1997). O aumento da expressdo desta
proteina apds tratamento com TNFa, foi descrito em células normais e em segregantes
ndo tumorigénicos, oriundos da geragdo de hibridos de células HeLa com fibroblastos
normais. Contrariamente, em linhagens transformadas ou em segregantes tumorigénicos,
ndo ocorre o efeito acima mencionado (ROSL et al, 1994). A molécula MCP-1, ¢é
utilizada como um marcador de sensibilidade ao TNF«, através do qual pode-se inferir o
grau de anormalidade das células analisadas. Em vista disso, analisamos os niveis desta

molécula, diferencialmente expressa nas células comparadas neste estudo.

Através da andlise de “Northern Blot”, observaram-se niveis diferentes de MCP-
1 entre as linhagens HPV16 e 18, tanto anteriormente, quanto apds a exposi¢do ao
TNFa. Parece ocorrer uma diminuicdo da indugdo desta molécula na linhagem
immortalizada com HPV16, contrariamente da linhagem HPV18, que tem indugdo
semelhante a cultura primaria normal. Este resultado esta de acordo com os dados
descritos por ROSL et al., (1994) e SATO et al. (1999), apesar de ndo existirem dados

na literatura avaliando linhagens HPV 16 positivas.

Outro gene diferencialmente expresso e analisado neste trabalho € o que codifica
a laminina 503B. Lamininas sdo glicoproteinas presentes na matriz extracelular,

envolvidas tanto na adesdo, crescimento, migracdo e diferencia¢do celular, como
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também na formacdo das membranas basais (TIMPL er al., 1989; YURCHENCO e
SCHITTNY, 1990). Estas proteinas de dominios multiplos, sdo compostas de tré€s
polipeptideos (a, B e ¥), que sdo ligados por pontes de dissulfeto formando uma estrutura
assimetricamente entrecruzada. As lamininas sdo definidas de acordo com a composi¢ido
das subunidades a, B e y, onde uma das subunidades a (al, a2, a3, a4, a5) se associa a
uma das trés subunidades B (B1, B2, B3) e a uma das duas subunidades y1 ou y2. Desta
forma, ocorre a formag¢do de 11 heterotrimeros denominados de lamininas 1 a 11
(MINER et al., 1997), sendo expressas em estagios especificos do desenvolvimento e
em diferentes tecidos de diversos organismos (ENGEL ef al., 1992). A laminina 5,
formada pelas subunidades a3B3y2, € especifica do tecido epitelial e esta envolvida
principalmente na adesdo e migragdo dos queratindcitos da membrana basal. A laminina
diferencialmente expressa nas células analisadas neste estudo, ¢ uma variante da
laminina 5, composta apenas por uma isoforma da subunidade o (laminina 5 a3B),
sendo especifica do tecido epitelial mucoso, além de ser sintetizada e secretada pelas
células do epitélio basal (GALLIANO et al., 1995). Este tipo de laminina, além de
formar um substrato especifico para a adesdo e migra¢do de células em proliferagdo,
também esta associada a fungdes protetoras no tecido epitelial. A importdncia da
laminina 5 na manuten¢do da adesdo das células epiteliais na membrana basal, foi
definitivamente estabelecida com a identificagdo de muta¢des em genes que codificam
esta proteina, em pacientes afetados pela Sindrome de Herlitz (H-JEB). Esta forma

severa de epidermdlise € caracterizada pelo destacamento do epitélio da membrana basal

(GAGNOUX-PALACIOS et al., 1996).
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As andlises através de “Northern Blot™ realizadas nas linhagens deste estudo,
mostram uma diminui¢do significativa nos niveis d¢ mRNA da laminina 5 a3B, nas
linhagens imortalizadas tanto por HPV16 quanto por HPV18, quando comparadas a
cultura primaria normal. O mesmo efeito ocorre observando-se a indugdo desta molécula
promovida pelo TNFa. Nos queratinocitos normais, notamos um aumento significativo
de aproximadamente 4,5 vezes apos o tratamento com TNFa, sendo que o mesmo efeito

ndo € observado nas linhagens de células imortalizadas com HPV 16 ou 18.

Alguns estudos mostram que a epiderme contém uma subpopulagdo especifica de
células T que podem desencadear uma resposta imune e inflamatéria, migrando através
da pele para os linfonodos, proliferando e retornando para a epiderme. Estas células
ativadas, expressam receptores especificos de integrina 3Bl e que se ligam
especificamente a laminina 5 presente na membrana basal. Esta ligagdo seria
responsavel pela ativagdo das células T, com conseqiiente liberagdo de IL-2 no epitélio,
além de promover, apds determinado periodo, a apoptose das mesmas células T, como
forma de prevenir o dano causado no tecido epitelial pela presenga excessiva deste tipo
celular (SATO et al, 1999). Estes mecanismos, ainda ndo estdo completamente
elucidados, mas provavelmente estariam associados a resposta imune e ao controle da

inflamagdo na epiderme.

O papel da interagdo das células epiteliais com a matriz extracelular na
progressdo das lesdes intraepiteliais associadas ao HPV, ou seja, o mecanismo pelo qual

lesGes de alto grau associadas ao HPV se tornam invasivas, ainda ndo € bem conhecido.
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Diversos estudos, propdem para tumores HPV negativos, modelos de carcinogénese que
sugerem a importdncia da interacdo epitélio-estroma, na modulagdo do comportamento
invasivo de queratindcitos. Um estudo interessante, relata que TGF-B (fator de
crescimento transformante ) produzido pelas células do estroma e queratindcitos, inibe
a penetragdo de células imortalizadas por HPV16 em membrana basal artificial
(Matrigel), o mesmo ndo ocorrendo em células transformadas HPV positivas (TURNER
et al., 1997). Provavelmente, a desregula¢do da expressdo e sensibilidade aos fatores de
crescimento e fatores antiproliferativos nos queratindcitos, proporcionaria um
desequilibrio entre a mobilidade normal observada nas células epiteliais e a habilidade
em invadir a membrana basal. Este efeito possibilitaria a proliferacdo e mobilidade
celular no estroma, indicando a invasdo do tecido. Alguns trabalhos mostram um padréo
alterado de interagdo entre células de carcinoma do colo do ttero e a matriz extracelular.
Linhagens normais e ndo-tumorigénicas HPV positivas, tem poder de adesdo e
quimiotaxia pela Laminina 1 muito menor que linhagens tumorigénicas HPV positivas
(SiHa e CaSki). O TNF parece ndo ter efeito sobre o comportamento de migragdo e
quimiotaxia destas células (van den BRULE et al, 2000). A falta de trabalhos na
literatura associando qualquer tipo de laminina & células imortalizadas por HPV ¢ o
efeito do TNF nestas linhagens, dificulta uma maior compreensio do fenétipo observado
nas linhagens celulares avaliadas neste estudo. Um trabalho recentemente publicado
(REY e PARK, 2000), associa a repressdo transcricional da fibronectina, um
componente essencial da matriz extracelular, a oncoproteina E7 de HPV. A repressdo ¢

detectada em diversas linhagens HPV positivas imortalizadas e transformadas.
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Finalmente, o udltimo gene diferencialmente expresso investigado, € o que
codifica a enzima palmitoil transferase, também conhecida como serina-palmitoil-CoA
transferase (SPT). Esta proteina estd envolvida na metabolizagdo dos acidos graxos,
principalmente os esfingolipides, sendo encontradas em todas as células eucarioticas,
geralmente em concentragcdes muito baixas devido a sintese de novo destas (MERRIL e#
al., 1997). Basicamente, a primeira etapa neste processo envolve a enzima SPT, a qual
cataliza a condensacdo da molécula palmitoil-CoA com a serina, formando a
esfingosina, molécula esta que quando acetilada origina a ceramida (Figura 32). Uma
das principais interagdes da enzima SPT é com o processo de lipoapoptose. A
metabolizagdo dos 4acidos graxos induziriam a apoptose aumentando a peroxidagdo
lipidica, com conseqiiente fosforilacdo e inativagdo de BCI-2, proteina responsavel pela

inibi¢do da apoptose (DAS, 1999).

SERINA + PALMITOIL CoA

W SPT

DIHIDROESFINGOSINA
&

DEHIDROCERAMIDA
*

ESFINGOSINA & CERAMIDA S GLICOSILCERAMIDA

it

ESFINGOMIELINA

Figura 32 - Via de sintese e metabolizac3o da ceramida.
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Sabe-se que para que ocorra a lipoapoptose, € necessario que ocorra a sintese de
novo de ceramida em altas concentragdes. Contudo, o0 mecanismo pelo qual este
fenémeno ocorre, ainda ndo ¢ conhecido (SHIMABUKURO et al., 1998). Apesar de ndo
elucidadas, diversas associagdes sdo propostas em varios estudos envolvendo esta
enzima na transducdo de sinal de vias envolvidas na proliferagdo celular, diferenciacéo e
apoptose (DAS, 1999). Dentre as diversas fun¢des exercidas pela molécula de ceramida,
podemos destacar a ativagdo de proteinas quinases e fosfatases, regulagdo negativa de c-
myc, ativagcdo de MAP quinases e fatores de transcri¢do e finalmente defosforilagdo da
proteina pRB (MERRILL ef al., 1997). A esfingomielina é outro metabdlito dos
esfingolipideos, atuante no controle da proliferagdo celular, assim como a ceramida.
Alguns exemplos sdo: a modulagdo das interagdes entre as células e adesdo celular e a
expressdo de antigenos tumorais e a regulagdo dos receptores quinases. Vale a pena
ressaltar, que em células normais, o TNFa € capaz de ativar a esfingomielinase, enzima
que cataliza a degradagdo da esfingomielina para produ¢@o de ceramida. A via pela qual
os receptores de TNFa associam-se a ativagdo de esfingomielinase, ainda ndo foi

descrita.

As linhagens avaliadas neste estudo mostram uma expressdo diferencial
significativa deste gene entre as células imortalizadas por HPV e a cultura primaria de
queratindcitos humanos normais. Aparentemente a presenca do HPV ocasionaria um
aumento nos niveis de palmitoil transferase nas linhagens HPV positivas,
independentemente do tipo de HPV presente nas células. Contrariamente, na linhagem

normal, detectaram-se niveis basais de mRNA desta enzima. O tratamento com TNFa,
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ndo mostrou diferenca significativa na indugdo de palmitoil transferase em todas as
linhagens analisadas. Estes dados poderiam sugerir que a presen¢a do genoma viral nas
células levaria a ativagdo da enzima SPT, devido a interferéncia das oncoproteinas virais
no controle da proliferagdo celular. Ndo existem dados na literatura associando esta
enzima ao HPV, o que dificulta uma maior especulag@o sobre este resultado. Um dado
interessante descrito por WRIGHT et al. (1996), relata que alteragdes na ativagio da
enzima esfingomielinase, resultaria na perda da indu¢do de apoptose pelo TNFa.
Experimentos adicionais seriam necessdrios para tentar elucidar qualquer envolvimento
do HPV com a via de metabolizagdo dos acidos graxos e uma provavel via de apoptose

alternativa.

Outro aspecto deste trabalho, conforme sugerido por VIEIRA et al., 1996, foi
avaliar os niveis de duas proteinas supressoras de tumor responsaveis pela pelo controle
do ciclo celular em GO-G1 e que poderiam estar alteradas visto o efeito antiproliferativo

diferencial observado nas linhagens analisadas neste estudo.

A proteina supressora de tumor p53 é um fator de transcricio que regula a
expressdo de varios genes envolvidos na regulagdo do ciclo celular, entre eles p21
(revisado por LEVINE, 1997). A proteina p21 € uma das principais proteinas envolvidas
na parada do ciclo celular em GI1, através da inibi¢do principalmente de CDK2, CDK4 e
CDK6. Através de “Northern Blot”, avaliaram-se os niveis de mRNA de p2l1 nas
linhagens infectadas por HPV16 e 18, visando detectar diferengas ao nivel da transcri¢do
do mRNA que origina esta proteina. A andlise dos resultados mostra, que apesar da

interferéncia da oncoproteina viral E6 com p53, ocorre um aumento significativo do
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mRNA de p21 na linhagem HPV16, apés tratamento com TNFa, quando comparado a
linhagem HPV18. Este dado poderia sugerir, que a ativagdo do gene WAF1/CIPI por
TNFa, ocorre de forma mais efetiva na linhagem HF698, apesar da grande variagdo
existente entre os experimentos independentes com a linhagem HF18Nco. Observando o
coeficiente de indugdo do mRNA de p21, notamos que existe uma diferenga, apesar de
ndo significativa (p=0,082), na comparagdo das linhagens, indicando uma maior indugdo
deste mensageiro nas células imortalizadas com HPV16. Desta forma, na etapa seguinte,
foram avaliados os niveis da proteina p21, com intuito de avaliar uma possivel altera¢do
na concentragdo desta proteina comparando as linhagens contendo HPV16 ou 18. No
entanto, apesar dos indicios observados nos géis de “Western Blot”, que sugerem um
aumento nos niveis da proteina p21 na linhagem HPV16 em relagdo a HPV18 e que
além do mais, estariam concordando com os niveis observados na analise de “Northern
Blot”, apds a aplicagdo dos testes estatisticos, estes dados ndo foram significativos. Esta
diferenca na indugdo de p21 entre as linhagens imortalizadas com HPV16 e 18, poderia

ser uma das causas que explicasse o efeito antiproliferativo diferencial observado.

Estudos relatam a ativacdo de p21 por via independente de p53, por TNFa
(YOSHIDA et al., 1996). SHIOHARA et al, (1997), descreve que células de
glioblastoma com p53 mutado e inativo, apos serem tratadas com TNFa, apresentaram
altos niveis de p21, parando em GO-Gl1. Entretanto, estas mesmas células, ao serem
tratadas com antisense de p21, com conseqiiente bloqueio de sua atividade, pararam
igualmente em GO-G1. Isto indica que o TNFa além de ativar a transcrigdo de p21

nestas c€lulas, estaria agindo na expressdo de outras proteinas controladoras do ciclo
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celular com a perda de atividade de p21. O mecanismo pelo qual TNFa ativa a

transcri¢do de p21 ainda ndo foi estabelecido.

A proteina supressora de tumor p16, é uma CDI que atua em G0-G1 ligando-se
especificamente a CDK4 e CDK®, inibindo sua atividade. A perda da inibi¢do destes
complexos promovida por pl6, resulta na fosforilagdo de pRB e na provavel
desregulagdo do ciclo celular. Altos niveis de pl16 sdo encontrados em células que
possuem pRB ndo funcional devido a mutag¢des ou infecgdes virais (AAGAARD et al.,
1995; KELLEY ef al., 1995;). O aumento da expressdo de p16 foi observado em células
imortalizadas por HPV 16 e 18 (NAKAO et al, 1997). Em nosso trabalho,
primeiramente foram avaliados os niveis de mRNA de pl6, visando detectar diferengas
ao nivel de transcrigdo. Os resultados de “Northern Blot” mostram niveis similares de
mRNA de pl16, nas linhagens comparadas. Estes dados sugerem que o TNFa nio estaria
agindo na expressdo do gene de pl16. Na literatura ndo existem estudos que associem a
ativagdo de pl6 por TNFa. Em seguida, mediante andlise por “Western Blot”,
avaliaram-se os niveis da proteina pl6, com objetivo de detectar diferencas na
concentragdo desta proteina, comparando as linhagens contendo HPV16 ou 18. Esta
andlise mostra uma diferenca estatisticamente significativa nos niveis de pl6,
comparando a linhagem HPV16 e 18. A linhagem imortalizada contendo o genoma de
HPV18 (HF18Nco), apresentou niveis muito baixos da proteina p16, quando comparada
a linhagem HF698. Este dado sugere que a presenca de HPV18 nas células, estaria
interferindo na expressdo ou estabilizagdo da proteina pl6, sendo um evento adicional

no descontrole do ciclo celular. Um dado interessante relativo & p16, observado por KIM
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et al, (1997), mostra que niveis de pl6 variaram conforme o tipo histolégico dos
carcinomas avaliados. Em carcinomas intra-epiteliais escamosos, que sd3o mais
freqiientes e geralmente associados ao HPV16, foram observados altos niveis de pl6.
Em comparagdo, nos adenocarcinomas, que sdo menos freqiientes, mais agressivos €
geralmente associados ao HPV18, observou-se uma grande diminui¢do nos niveis de
pl6. Provavelmente, a interferéncia do HPV18 com p16, seria um entre os eventos que
confereria uma maior agressividade as células infectadas com este tipo de HPV,

podendo explicar, em parte, nossos resultados.

Pelo exposto neste trabalho, a diferenca de sensibilidade ao efeito
antiproliferativo do TNFa observado nas linhagens HF698/HF18Nco, poderia ser
explicada pela diferenga nos niveis de p2l1 e pl6. Quanto a analise dos genes
identificados através da técnica de DDRT-PCR, ndo haveria envolvimento direto no
efeito antiproliferativo observado, mas existem possiveis associagdes do HPV com a
progressdo maligna das lesGes, onde alguns destes genes poderiam servir como
marcadores de progressdo de lesdes do colo uterino. Na literatura, a expressdo de alguns
destes genes foi avaliada em diversas linhagens celulares estabelecidas, tumorais ou nio,
mas pouca ou nenhuma literatura refere a expressdo destes genes em células
imortalizadas por HPV e tratadas com TNFa, o que impossibilita conclusdes inerentes a
presenca do HPV em células ndo-tumorigénicas. Desta forma, existindo diferengas entre
linhagens e abordagens experimentais dos dados deste trabalho com a literatura, ndo se

torna possivel uma comparagdo direta com os resultados aqui obtidos.

105



Por ultimo, cabe comentar um efeito observado algumas vezes neste trabalho, ou
seja, a observagdo experimental dos resultados em oposi¢do a analise estatistica, o que
provoca, em alguns casos, a perda da significdncia dos dados. Vale comentar, que
quando existem diferengas sutis entre os experimentos, os testes estatisticos poderiam
indicar tendéncias ou mesmo demonstrar se as diferengas sdo significativas. Neste
trabalho, utilizaram-se testes estatisticos que realizam comparagdes multiplas, como o
Teste de Tukey, que utiliza ajustes de rotina que podem subestimar as diferengas
observadas de forma sutil nos experimentos. A este respeito, ROTHMAN (1990)
comenta que testes que ajustam para compara¢do multipla, podem “subestimar as
premissas bdsicas da pesquisa empirica, a qual sustenta que a natureza segue leis
regulares que devem ser estudadas através de observa¢do” (ROTHMAN, 1990). Estas
colocagdes nos estimulam a continuar perseguindo a relevancia funcional dos nossos
achados, como uma forma de melhor compreender as etapas envolvidas na imortalizagdo
e transformagdo de células mediada por HPVs de alto risco oncogénico.

Em conclusdo, apesar de ndo termos esclarecido o mecanismo de ac¢do diferencial
do TNF nestas linhagens imortalizadas pelo HPV, pudemos acrescentar dados adicionais
as diferengas entre estas linhagens. Biologicamente, o maior potencial oncogénico
atribuivel as células infectadas pelo HPV 18, corresponde as observagdes "in vivo", onde
tumores positivos para este tipo viral apresentam comportamento mais agressivo.
Alteragdes adicionais no genoma, por mecanismos intrinsecos ou dependendo de fatores
ambientais, levariam as células imortalizadas pelo virus a adquirir o fenétipo
transformado. De maneira geral, busca-se identificar ¢ compreender as diversas etapas

envolvidas neste processo.
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6. Conclusdes

® A linhagem sensivel ao efeito antiproliferativo de TNFa apresenta niveis
aumentados de p21 apds a exposi¢do a esta citocina, o que levaria a parada do

ciclo celular em GO-G1. Tal alteragdo, ndo € observada na linhagem resistente.

® A diminui¢do dos niveis da proteina pl6 na linhagem resistente ao TNFa

sugerem uma colaboragdo para o descontrole do ciclo celular.

® Alteragdes nos niveis dos transcritos de laminina e MCP-1 poderiam interferir no
comportamento das células, ao nivel de comunicag@o e invasdo celular, além do

controle da resposta imune, respectivamente.

® Alteragdo na expressdo de genes de MHC-I nas células infectadas pelo HPV

daria a estas células uma vantagem seletiva no escape ao sistema imune.
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