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RESUMO

Termini L. Efeitos da infecgcao por HPV na resposta imune e na
expressao génica global mediados pelo fator de necrose tumoral. Sao

Paulo; 2005. [Tese de Doutorado-Fundacgao Anténio Prudente]

A infeccao persistente por alguns tipos de HPV de alto risco (ex. tipos 16 e
18), & o principal fator de risco para o desenvolvimento de neoplasias
intraepiteliais cervicais e lesdes precursoras do carcinoma do colo uterino.
Diversos estudos sugerem que a resposta imune mediada por células é
fundamental para o controle e eliminagao das infeccdes por estes e outros
virus. Um dos principais mediadores/reguladores deste tipo de resposta é o
fator de necrose tumoral (TNF). O TNF apresenta efeito antiproliferativo em
queratinocitos primarios humanos e em queratinécitos imortalizados por
HPV16 (HF698). Por outro lado, queratindcitos imortalizados com HPV18
(HF18Nco) e diversas linhagens derivadas de tumores da cérvix uterina, sao
resistentes ao efeito antiproliferativo desta citocina. Estes dados sugerem
gue a aquisicao de resisténcia a este fator € um evento importante na
carcinogénese mediada por HPV. No entanto, os eventos moleculares
associados ao efeito diferencial do TNF nestas linhagens sao, até o
momento, desconhecidos. No presente estudo, foram analisados os niveis
de expressao de algumas proteinas envolvidas na via de ativacao do fator
NF-kB. Utilizando um anticorpo anti-lkBa, foi detectada uma proteina de
aproximadamente 20 kDa, induzida apds 12 horas de tratamento com TNF e

atingindo altos niveis de expressao apos 60 horas de tratamento. Esta



proteina é expressa de forma constitutiva na linhagem imortalizada com
HPV16. Experimentos que visam identificar esta proteina estdo em
andamento. Além disso, foi avaliado o efeito do tratamento com TNF por 3 e
60 horas na expressao génica global através da técnica de microarray. Esta
analise foi realizada em queratindcitos primarios humanos e nas duas
linhagens imortalizadas com HPV. Assim, observamos a expressao
diferencial de alguns genes comuns as duas linhagens sensiveis ao efeito
antiproliferativo do TNF. Por outro lado, o mesmo perfil nao foi observado na
linhagem resistente. Estes genes estao relacionados a resposta imune e
inflamatoria, proliferacao e diferenciagao celular e ao controle da transdugao
de sinal de diversas vias. A identificagcdo de genes e proteinas cruciais
nestes eventos, permitira avangos no controle da infeccao por HPV, além de

contribuir para a caracterizacao de marcadores moleculares na progressao

tumoral do cancer cervical.



SUMMARY

Termini L. HPV infection effects on immune response and global gene
expression mediated by tumor necrosis factor. Sao Paulo; 2005. [Tese

de Doutorado-Fundacao Antdnio Prudente]

Persistent infection by some high risk HPV types (ie: types 16 and 18) is the
main risk factor for the development of cervical intraepithelial neoplasia and
the precursor lesions of cervical cancer. Many studies suggest that cell-
mediated immunity is important for viral infection control and clearence.
Tumor necrosis factor (TNF) is one of the main mediators/regulators of
inflammatory response. TNF has a potent anti-proliferative effect on normal
and HPV16 immortalized keratinocytes (HF698). On the other hand, HPV-18
immortalized keratinocytes (HF18Nco) and several cervical carcinoma-
derived cell lines, are resistant to TNF. These observations suggest that the
acquisition of TNF-resistance may constitute an important step in HPV
mediated carcinogenesis. However, the molecular basis of this difference is
not well understood. In the present study, we analyzed the effect of TNF on
NF-xB pathway activation. Using an anti-lkBa antibody, we detected a
protein of 20 kDa induced after 12 hours of treatment with TNF. This protein
reached higher levels of expression after 60 hours of treatment. Besides, we
found that this protein is constitutively express in the HPV16-immortalized
cell line. Several experiments are being conducted in order to identify this
protein. Furthermore, we addressed the effect of 3 and 60 hours of TNF

treatment on global gene expression of primary human keratinocytes and two
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HPV-immortalized keratinocytes-derived cell lines. We observed the
differential expression of several genes common to both TNF-sensitive cell
lines. On the other hand, this was not observed in the TNF-resistant cell line.
These genes are involved in immune and inflammatory response, cell
proliferation and differentiation and in signal transduction control.
Understanding the mechanisms of host response regulation, as well as the
identification of new genes and proteins involved in its regulation, may

provide new strategies for HPV infection control.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA DO COLO UTERINO

1.1.1 Epidemiologia

O carcinoma do colo uterino € um dos mais frequentes na populagéo
feminina. Embora este tipo de neoplasia seja passivel de prevencado e
tratamento por meio de programas preventivos de salude, sua taxa de
mortalidade e incidéncia estao entre as mais elevadas entre os tumores
malignos que acometem as mulheres. Aproximadamente 450.000 casos
novos sao diagnosticados a cada ano no mundo (SHERLAW-JOHNSON et
al. 1997), sendo esta neoplasia responsavel por aproximadamente 200.000
6bitos anualmente, dos quais 80% em paises em desenvolvimento (BOSCH
et al. 1997; PISANI et al. 2002). No Brasil, estima-se que o cancer de colo do
Utero seja a terceira neoplasia maligna mais comum entre as mulheres,
sendo superado pelo cancer de pele (ndo-melanoma) e pelo cancer de
mama e que seja a quarta causa de morte por cancer em mulheres. Para o
ano de 2003, as Estimativas da Incidéncia e Mortalidade por Céancer
apontaram a ocorréncia de 16.480 novos casos e 4.110 obitos por cancer do
colo do utero (Ministério da Saude 2005). A alta incidéncia de carcinoma do
colo uterino em regides menos desenvolvidas parece estar ligada a uma
combinacao de fatores como desnutricao, falta de prevencgao para as lesées

precursoras, alto indice de paridade e higiéne (FRANCO et al. 1997).



(i

1.1.2 Histopatologia

O carcinoma do colo uterino &, na grande maioria dos casos,
consequéncia da evolugao continua de lesées precursoras nao-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 diferenciagao epitelial: NIC |
(alteracao displasica até um tergo do epitélio), NIC Il (acomete de um a dois
tercos do epitélio) e NIC Ill (de dois tercos a espessura total do epitélio
alterado, onde se inclui o carcinoma in situ). Outro tipo de classificagcao que
vem sendo utilizada é a de Bethesda, que divide as les6es em intra-epiteliais
escamosas de baixo grau (inclui NIC 1) e lesdes intra-epiteliais escamosas

de alto grau (inclui NIC Il e NIC Ill) (LUFF 1992).

113 Fatores de Risco

O carcinoma do colo uterino comporta-se epidemiologicamente como
uma doencga sexualmente transmissivel (zur HAUSEN 1996). Os principais
fatores de risco associados a esta neoplasia sao: baixo nivel sécio-
econdmico, inicio precoce da atividade sexual, multiplos parceiros,
multiparidade, tabagismo, uso de contraceptivos orais e infeccao pelo
papilomavirus humano (HPV) (WINKELSTEIN 1990; MUNOZ e BOSCH
1996; FRANCO et al. 1997).

Varios estudos epidemiolégicos apontam alguns tipos de
papilomavirus humano (HPV) como principal agente etiolégico do carcinoma

do colo uterino (LORINCZ et al. 1992; SCHIFFMAN et al. 1993; FRANCO et



al. 1999; WALBOOMERS et al. 1999). A infecgdo anogenital por HPV é
preferencialmente transmitida através do contato sexual e sua incidéncia &
mais elevada em mulheres jovens (ROUSSEAU et al. 2000; International
Agency for Research on Cancer-IARC 2005 - www.dep.iarcfr). A
associagdo de outros fatores de risco na carcinogénese induzida por HPV,
como o tabagismo, alto indice de paridade e o uso de contraceptivos orais,
ainda é controversa (VILLA e FRANCO 1989; MUNOZ e BOSCH 1996;
VILLA 1997).

Alguns estudos transversais relatam que de 20 a 40% das mulheres
sexualmente ativas e com citologia cervical normal apresentam infecgio por
HPV (EVANDER et al. 1995). Por outro lado, em mulheres com lesdes intra-
epiteliais de baixo e alto grau, a prevaléncia deste tipo de infec¢do varia de
50 a 90% e nas mulheres que apresentam tumores cervicais de 93 a 99,7%

(BOSCH et al. 1995; WALBOOMERS et al. 1999).

1.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

1.2.1 Cassificacdo e Taxonomia dos Papilomavirus

Os papilomavirus sédo virus de DNA, mucoepiteliotropicos e altamente
espécie-especificos, ndo havendo nenhum exemplo de papilomavirus de
uma espécie causando infeccdo produtiva em outra espécie. Sua
capacidade tumorigénica &€ conhecida ha muito em animais, tais como:
coelhos e gado bovino. Pertencem a familia Papillomaviridae e sdo capazes

de infectar animais e humanos. Trata-se de virus ndo-envelopados, com um



diametro de aproximadamente 50 nm, possuem simetria icosaédrica e um
genoma dupla fita circular de aproximadamente 8000 pares de base (8 Kb)
(FAVRE et al. 1977; IARC 2005).

Até o momento, mais de 100 tipos de HPV foram identificados e
completamente sequenciados. Destes, aproximadamente 35 tipos infectam o
trato ano-genital. A classificacao dos tipos de HPV é feita com base na
identidade de suas sequéncias de DNA. Atualmente, variagdes no gene L1
menores que 2% séo consideradas como variantes de tipos de HPV,
variacdes entre 2 e 10% como subtipos e variagdes maiores que 10% como
novos tipos de HPV (de VILLIERS et al. 2004).

Por serem virus epiteliotropicos, possuem especificidade por
diferentes sitios anatomicos. Os HPV podem ser divididos em 3 grupos: 1)
tipos que acometem mucosa e genitais; 2) tipos nao-genitais e 3) tipos
especificos da epidermodisplasia verruciforme, que € uma doenca rara,
caracterizada por lesdes cutaneas verrucosas disseminadas.

Os tipos nao-genitais infectam a pele e causam as verrugas comuns e
plantares, sendo lesées com probabilidade muito baixa de malignizacdo. Os
tipos genitais sdo encontrados principalmente na vulva, colo uterino, pénis e

anus, mas podem causar lesées também na cavidade oral, faringe e laringe

(IARC 2005).



1.2.2 Associag¢iao 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

leses neoplasicas do colo uterino (zur HAUSEN 1996: LORINCZ et al.

1992):

° tipos de baixo risco oncogénico — (por exemplo: HPV 6, 11, 42, 43 e
44), associados a lesées benignas do colo uterino e a verrugas
genitais;

> tipos de alto risco oncogénico — (por exemplo: HPV 16, 18, 31, 33, 35,
45 e 58), associados a lesbOes intra-epiteliais de alto grau,
especialmente carcinomas uterinos invasivos.

Estudos caso-controle contribuiram para o esclarecimento da
associagao epidemiologica entre a infeccao por HPV e o cancer cervical.
Mulheres com infec¢ao por HPV tém risco relativo em média 50 vezes maior
de desenvolver cancer cervical, quando comparadas as mulheres nao
portadoras deste tipo de infeccao (ROZENDAAL et al. 1996).

A histoéria natural da infeccao por HPV ainda nao esta completamente
elucidada. Observou-se que a maior parte das infeccbées nao leva ao
aparecimento de lesbes visiveis, podendo ser de fato eliminadas pelo
sistema imune em curto periodo de tempo (IARC 2005). Contrariamente,
observou-se que alteragbes severas no sistema imune resultaram em uma

maior prevaléncia das infecgées por HPV clinicamente aparentes (KIVIAT et

al. 1993).

FUNDAGAQ ANTOMNIO

PRUDENTE



Embora a maior parte das infecgdes por HPV seja transiente, ha um
pequeno numero de mulheres com infecgao persistente pelo virus, nas quais
a presenca de um mesmo tipo de HPV & detectada mais de uma vez,
durante determinado periodo de tempo. Estas mulheres tém risco maior de
desenvolver neoplasias cervicais, quando comparadas as mulheres que
eliminaram a infeccao pelo HPV (KOUTSKY et al. 1992; HILDESHEIM et al.
1994; HO et al. 1995; EVANDER et al. 1995; FRANCO et al. 1997). Desta
forma, o estabelecimento da infeccao persistente € um dos passos cruciais
para o desenvolvimento das lesbes cervicais.

Geralmente, ocorre um intervalo de tempo relativamente longo entre a
infeccao 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). Lesdes de alto e baixo graus no
colo uterino 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 populagdes, incluindo a do Brasil
(IARC 2005). Esta observacao sugere que o periodo de incubagao & de
muitos anos entre a infeccao inicial e o desenvolvimento da neoplasia
intraepitelial e que a progressao para cancer invasivo provavelmente requer
entre 20 e 30 anos (zur HAUSEN 1996).

A caracterizacao de fatores associados a persisténcia do virus,
poderia identificar 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



deteccao persistente de HPV nas células cervicais (FRANCO et al. 1999;

HERRERO et al. 2000).

1.2.3 Estrutura e Func¢ao das Proteinas Virais

O DNA viral de aproximadamente 8 Kb encontra-se associado a
proteinas histonas e & envolvido por 72 capsémeros formados por duas
proteinas estruturais (L1 e L2), codificadas pelo virus (HOWLEY 1996).

Com relagao a organizagcao do genoma viral, trés fragmentos
subgendmicos podem ser identificados: regido precoce (Early), regido tardia
(Late) e a regiao denominada LCR (long control region) ou URR (upstream
regulatory region). Sete ou oito genes estao localizados na regiao precoce e
dois na tardia. Os genes da regiao precoce, denominados de E1, E2,.., ES,
tém funcao no controle da replicagao e da transcricdo do DNA (E2, E8) e, na
transformacao celular (E5, E6 e E7). Os genes L1 e L2, localizados na
regido tardia, codificam as proteinas principal e secundaria do capsideo,
respectivamente, e ambas sao altamente conservadas entre todos os
papilomavirus (BERNARD et al. 1994) (Figura 1). Contrariamente aos genes
precoces, 0s genes tardios sao expressos nas camadas superficiais do
epitélio infectado pelos HPV.

A LCR possui de 500 a 1000 pares de bases e encontra-se entre o
gene L1 e E6 (CHAN et al. 1989). Essa regiao contém a origem de
replicacao de DNA, em que se ligam fatores de transcricao virais e celulares,
além de possuir o promotor precoce principal (BROKER 1987; BROWN e

FIFE 1990). O produto de transcrigao viral € um RNAm policistrénico cuja



traducdo pode gerar mais de uma proteina a partir de uma mesma

seqiéncia codificadora (ARENDS et al. 1990).

Estimulo do
E6 crescimento

E1
Proteina L1

principal 6000 " HPVAE 2000
do capsidio
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Proteina da matriz
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do capsidio
P E5 E2
Estimulo do Regulagao
crescimento da transcrigdo viral

Figura 1 - Mapa fisico do genoma do HPV16. Regido precoce (Early), regiao
tardia (Late) e a LCR (Long Control Region) que corresponde a regiao
regulatéria.



A proteina viral E1 € uma helicase, que forma complexo com E2, uma
proteina reguladora da transcricao viral. Ambas parecem interagir com
fatores celulares envolvidos na replicacao do DNA do HPV (ANDROPHY
1994). O gene E2 codifica pelo menos duas proteinas diferentes que atuam
como fatores de transcricao (BOUVARD et al. 1994). Elas afetam
diferentemente a expressao génica viral e representam os principais
reguladores intra-genémicos através da formacdo de dimeros em sitios
especificos de ligacdo presentes na LCR (THIERRY e YANIV 1987). O
rompimento e/ou delegdo do gene E2, devido a integragdo do genoma viral
no celular, sdo eventos frequentemente observados em bidpsias de tecidos
tumorais e linhagens celulares derivadas de neoplasias malignas do colo
uterino (SCHWARZ et al. 1985). No desenvolvimento do cancer cervical, o
rompimento do gene E2 parece ser um evento tardio, visto que na maior
parte das les6es pré-malignas este tipo de alteragao nao ocorre (DURST et
al. 1992). No entanto, existem alguns estudos que relatam a integracao

precoce as lesées NIC Il (LEHN et al. 1988).

O papel da proteina E4 ainda nao esta bem elucidado. Esta proteina
parece ser incorretamente classificada como um produto génico precoce,
uma vez que sua deteccao 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 maturagao e na liberacao
das particulas virais para o meio extracelular (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
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HPV, esta proteina ndo tem o mesmo efeito (PIM et al. 1992). Em lesbes
precursoras de baixo grau, encontram-se altos niveis de expressao desta
proteina, sugerindo alguma fungao (ainda ndo estabelecida) nos estagios
precoces da infeccdo por HPV. Contrariamente, o gene E5 esta
freqientemente deletado em células de carcinomas cervicais, indicando a
auséncia de um papel essencial para a manutencado do fenotipo maligno
nestas células (zur HAUSEN 2000).

Os genes E6 e E7 sao os unicos genes do HPV expressos de forma
constitutiva nas linhagens celulares derivadas de carcinomas da cérvix
uterina. Estas proteinas cooperam para imortalizar queratinécitos humanos
in vitro (MUNGER et al. 1989; WATANABE et al. 1989; HALBERT et al.
1992; zur HAUSEN 1996; LIU et al. 1997).

A proteina E6 de HPV de alto risco possui cerca de 150 aminoacidos
e apresenta 4 dominios Cys-X-X-Cys envolvidos na formacao de 2 dedos de
zinco. Esta proteina tem a capacidade de se ligar ao produto do gene p53,
levando a sua degradacao pela via de protedlise dependente de ubiquitina
(SCHEFFNER et al. 1990 e 1993). Esta interacdo foi a primeira a ser
descrita e € a mais conhecida dentre as diversas e nao tao bem elucidadas
interacdes da proteina E6 com proteinas celulares (zur HAUSEN 2000). A
proteina p53 & uma fosfoproteina nuclear de 53 KDa, cuja funcao primordial
é a manutencao da integridade gendmica através da regulagdo do ciclo
celular. Apés uma infeccao viral, estresse celular ou dano ao DNA, p53 se
acumula na célula promovendo a parada do ciclo celular em GO0-G1,

interrompendo desta forma o processo de replicagdo celular. Em



determinadas situacdes, p53 tem a capacidade de desencadear o processo

de apoptose, uma forma de morte celular programada (LEVINE 1997). A

degradacao de p53 promovida por E6 elimina este tipo de controle, levando

a instabilidade genémica das células infectadas por HPV. Apenas as

proteinas E6 de HPV de alto risco sao 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 HPV

de alto risco.

Alguns exemplos de interacdes de E6 de HPV de alto risco, ocorrem com:

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

2) telomerase (KLINGELHUTZ et al. 1996);,

3) ERC55, uma proteina ligante de calcio, que parece estar localizada
no reticulo endoplasmatico (CHEN et al. 1995);

4) proteina de adesao focal paxilina, envolvida na transducgéao de sinal da
membrana plasmatica ao citoesqueleto de actina (TONG e HOWLEY
1997);

5) hDLG, o homdlogo humano da proteina supressora de tumor dos
discos de Drosophila (KIYONO et al. 1997);

6) E6TP1, uma nova proteina do tipo GAP (GTPase activating protein)
(GAO et al. 1999);

7) Bak, uma proteina anti-apoptotica integrante da familia das proteinas

Bcl-2 e que é degradada por E6 (THOMAS e BANKS 1999),



8) Fator de Regulacédo de Interferon 3 (IRF-3), inibindo a inducdo do

mensageiro de interferon 3 (RONCO et al. 1998).

A proteina viral E6 também tem atividade modulatéria transcricional
em varios promotores virais, incluindo o promotor de E2 de adenovirus, o
promotor de timidina quinase do virus herpes simplex € o promotor de SV40
(DESAINTES et al. 1992).

O produto do gene E7 de HPV é uma fosfoproteina com cerca de 100
aminoacidos, cuja principal e mais estudada interacdo € com a forma
hipofosforilada de pRb (p105) e com outros membros dessa familia (p107 e
p130), através de um motivo LxCxE. A proteina supressora de tumor pRb
(produto do gene do retinoblastoma) € uma fosfoproteina nuclear de 105
KDa que tem como principal fungao regular negativamente o ciclo celular
(MUNGER et al. 1989; O'CONNOR et al. 1997). Para exercer esta fungéo,
pRb hipofosforilada se acumula em forma de complexo com uma familia de
importantes fatores de transcricdo, denominada E2F, na fase G0/G1 do ciclo
celular. Desta forma, genes responsivos a E2F, na sua grande maioria
relacionados a proliferacao celular (como por exemplo cdc2 e c-myc), nao
sao transcritos. A proteina E7 de HPV de alto risco, tem a capacidade de se
ligar ao complexo pRb/E2F, liberando os fatores de transcrigao e inativando
pRb (DYSON et al. 1989). Alguns exemplos de outras interagdes da proteina
E7 de HPV de alto risco, ocorrem com:

1) proteinas inibidoras das quinases dependentes de ciclina p21 e p27

(FUNK et al. 1997; JONES et al. 1997);




6)

7)

8)

9)

cicina A e E, formando complexos com fungao de quinases
(ARROYO e BAGCHI 1993);

Quinase Histona H1 (DAVIES et al. 1993);

fatores de transcricao da familia AP-1, como por exemplo c-jun e com
a proteina ligante ao TATA-box (MASSIMI et al. 1996);

subunidade 4 (S4) da enzima ATPase (BEREZUTSKAYA e BAGCHE
1997);

proteina hTid-1, homdlogo da proteina supressora de tumor de
Drosophila Tid56 (SCHILLING et al. 1998);

nucleossomo do complexo histona desacetilase (Mi2), inferindo com a
possivel ligagcao da proteina E7 nas vias de desacetilagdo (BREHM et
al. 1999);

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

p48, uma das proteinas envolvidas na sinalizacdo mediada por

interferon « (BARNARD e MCMILLAN 1999).

1.2.4 Potencial Oncogénico do HPV e Imortalizagao Celular

Geralmente, o DNA viral apresenta-se integrado ao genoma celular

em lesbes malignas como neoplasias intra-epiteliais cervicais de grau lll

(NIC IlIl), que incluem o carcinoma in situ, diferentemente das neoplasias

intra-epiteliais cervicais de grau | e Il (NIC | e NIC IlI, respectivamente) e

lesbes benignas onde o DNA viral apresenta-se na forma epissomal (néao

integrada) (DURST et al. 1985). A integragdo do DNA viral no genoma

celular parece ocorrer ao acaso, mas a quebra do DNA viral geralmente



ocorre entre a extremidade 3’ do gene E1 e a extremidade 5 do gene E2.
Esta clivagem leva a interrupcdo do processo de regulagao transcricional
viral exercido por E2 (HOWLEY 1996). Conseqlientemente, ocorre a sintese
continua das oncoproteinas virais E6 e E7, propiciando a imortalizacdo das
células. As lesbes intra-epiteliais de alto grau, contendo HPV de alto risco,
apresentam altos niveis de expressdao de E6 e E7 nas camadas
proliferativas, inversamente ao observado nas lesées de baixo grau (zur
HAUSEN 1996).

Ha mais de uma década, tem sido verificada a interacdo de genes
virais com células epiteliais resultando na alteracdo do processo de
diferenciagdo normal destas e ocasionando a imortalizagédo celular (DURST
et al. 1987; PIRISI et al. 1987 e 1988; SCHLEGEL et al. 1988). Diferentes
sistemas tém mostrado que as fungdes das proteinas transformantes
codificadas pelos HPV associados ao cancer anogenital em humanos,
podem ser reproduzidas in vitro (MATLASHEWSKI et al. 1987; PIRISI et al.
1987; KANDA et al. 1988; BEDELL et al. 1989). Dentre esses estudos, os
dados iniciais de maior importancia, foram a constatacado de que os HPV16,
18 e 31, os mais correlacionados a lesdes do trato anogenital e com
potencial para progressao maligna, podem imortalizar culturas primarias de
queratindcitos normais de prepucio ou células epiteliais da regiao da cérvix
humana (o mesmo nao acontece com HPV de baixo risco) (KAUR e
McDOUGALL 1988; SCHLEGEL et al. 1988, WOODWORTH et al. 1990).

No processo de imortalizacao de queratinécitos humanos normais, os

HPV de alto risco promovem um desenvolvimento alterado de diferenciagao



celular. Estas células tornam-se altamente proliferantes mesmo na presenca
de fatores indutores de diferenciacao celular, tais como, fatores protéicos
presentes no soro e altas concentragdes de calcio, continuando a se dividir
indefinidamente in vitro, ndo se diferenciando (SCHLEGEL et al. 1988). No
entanto, € importante salientar que estas células nao sao transformadas,
pois ndo sao capazes de gerar tumores quando inoculadas em animais
atimicos. Eventos adicionais, como por exemplo a ativacao de oncogenes,
sao necessarios para que a transformacao celular direcionada a progressao
maligna ocorra (PIRISI et al. 1988; STOREY et al. 1998).

A atividade biologica das oncoproteinas E6 e E7 é dependente do tipo
de célula onde sao expressas. Estas proteinas sao suficientes para
transformar fibroblastos de roedores (VOUSDEN et al. 1988; BEDELL et al.
1989). A expressao de E7 leva a imortalizagao de queratinécitos humanos
normais, enquanto que E6 necessita de eventos adicionais para induzir o
mesmo efeito (HALBERT et al. 1991). Vale ressaltar, que a expressao
destas proteinas, principalmente a sua cooperacao, € fundamental para a
progressao e manutengao do fendtipo imortalizado ou maligno, visto que a
inibicdo da expressao in vitro destas proteinas, promove a inibicao da
proliferacao celular e em alguns casos a reversao do fenétipo maligno ou

imortalizado (BARBOSA e SCHLEGEL 1989; zur HAUSEN 2000).

1.2.5 Fatores Coadjuvantes a Oncogenicidade do HPV
A imunodeficiéncia celular, seja iatrogénica ou adquirida, aumenta a

progressao de lesdes do colo uterino associadas ao HPV (PETRY et al.



16

1994). Em mulheres infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), ocorre um aumento da prevaléncia de infec¢coes por HPV e de lesées
intra-epiteliais escamosas, incluindo o carcinoma do colo uterino
(CAPPIELLO et al. 1997). Fatores imunogenéticos controladores da resposta
imune, parecem ter um papel relevante na progressao ou regressido de
lesbes causadas pelo HPV. Varias associagbes ja foram descritas
relacionando moléculas de MHC (complexo de histocompatibilidade
principal) de classe | e |l, com a susceptibilidade ou protecdo a diversas
doengas. Associacdes entre alelos ou haplotipos de genes do sistema MHC
e o carcinoma do colo uterino ou com suas lesdées precursoras, vém sendo
descritas, mostrando que existe uma susceptibilidade genética a infecgao
pelo HPV e que esta, em parte, € conferida por genes deste sistema (APPLE
et al. 1994; MACIAG e VILLA 2000).

Alguns estudos relatam associagcbes entre o HPV e outros
microorganismos. Uma das associagdes especuladas € com o Herpesvirus
humano 6 (HHV6). Este virus é capaz de infectar células do colo uterino in
vitro e ativar a transcrigcao dos genes E6 e E7 de HPV de alto risco (CHEN et
al. 1994). Existem diversos estudos que relatam a persisténcia da infecgao

por HPV a infeccbes prévias ou associadas a bactéria Chlamydia

trachomatis (SILINS et al. 2005).



1.3 A RESPOSTA IMUNE CONTRA INFECCOES VIRAIS

1.3.1 Aspectos Gerais

A imunidade celular & o principal mecanismo de combate as infeccdes
intracelulares. Este tipo de resposta ocorre através da interagao entre varios
tipos de células imunocompetentes, sendo essencial a presenca das APC
(Células Apresentadoras de Antigeno), linfocitos CD4, linfocitos CD8 e
células NK (Natural Killer). Apdés a captura dos antigenos em sitios
periféricos, as células APC migram para os o6rgaos linféides secundarios,
apresentando os fragmentos peptidicos provenientes do processamento do
antigeno, as células T CD4+. Esta apresentacao €& estabelecida na
superficie das células APC e CD4+, através da formacdo de complexos
entre as moléculas MHC de classe Il e os peptideos, na superficie das APC
para os TCR (Receptores das Células T), presentes nas células CD4". A
interacao entre os TCRs e os complexos MHCIl-peptideo, além de
especifica & crucial para a ativacdo dos linfocitos CD4", ocorrendo desta
forma a expansao clonal destas células. Os linfocitos T CD4" ativados atuam
através da secrecao de citocinas, na diferenciacdo de células efetoras do
sistema imune. Deste modo, linfocitos CD8", estimulados pelas células alvo
apresentando antigenos, necessitam da acao de citocinas secretadas pelas
células CD4" ou de outros sinais provenientes da interacdo com as APC,
para diferenciarem-se em linfocitos citotéxicos. Os linfocitos T citotoxicos
(CTL), reconhecem peptideos apresentados nas moléculas de MHC de

classe |, presentes na grande maioria das células e exercem seu efeito



citotoxico através da liberacao de perforinas e citolisinas, enzimas que
provocam lise osmotica das células alvo (ABBAS e LICHTMAN 2003).
Antigenos que nao alcancam os 6rgaos linfoides secundarios sao ignorados
pelo sistema imune, pois a ativagao das células T CD4", parece ocorrer

apenas nestes 6rgaos (ZINKERNAGEL et al. 1997).

1.3.2 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
combinacgao entre mecanismos humorais e celulares. Anticorpos especificos
sao importantes no controle inicial da infeccao, prevenindo a entrada do
virus na célula hospedeira e apds a liberagdo das particulas virais das
células infectadas, visto que os virus sao inacessiveis aos anticorpos no
ambiente intracelular. Os papilomavirus sado exclusivamente epiteliotropicos
e seu ciclo de vida depende da diferenciagao celular que ocorre neste tipo
de tecido. Estes virus causam infecgbées produtivas e crénicas, podendo
persistir por varios meses. Além disso, ndo causam infeccdes citoliticas e
nao ocorre inflamacao, 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 infeccdo ocorre nas camadas basais da
epiderme. As células infectadas pelo HPV sao primordialmente do epitélio
escamoso, tecido que apresenta em condicbes normais, niveis baixos de

células apresentadoras de antigeno profissionais (no caso da epiderme,



células de Langerhans). Interessantemente, nas lesbées cervicais HPV
positivas, ocorre uma diminuicao significativa das células de Langerhans e
que tende a progredir com o avango das lesées (HAWTHORN et al. 1988).
Este fato poderia levar a uma diminuicdo da resposta imune celular
especifica. O principal mecanismo de imunidade especifica contra o HPV
ocorre através da acéo dos linfocitos T CD4" e CD8". A resposta humoral
parece ser irrelevante no primeiro contato com o HPV (IARC 2005). A
grande maioria das lesdes benignas causadas por HPV de alto risco, tende a
regredir sob influéncia do sistema imune. Mas, contrariamente, em algumas
destas les6es, o DNA viral, provavelmente através da sua integracao,
persiste de forma latente nas células, escapando ao controle exercido pelo
sistema imune (JABLONSKA e MAJEWSKI 1990). Alguns estudos relatam a
presenca 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 e STRAUSS 1994). A diminuicao ou perda da
expressdao de MHC de classe | nas células € um mecanismo reconhecido e
provocado por diversos tipos de virus, como por exemplo, citomegalovirus,
adenovirus, virus Epstein-Barr, papilomavirus bovino, entre outros (PLOEGH

et al. 1998). Este tipo de modulacéo parece ndo ocorrer em lesdes de baixo
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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 infeccao por HPV, os
macrofagos parecem ser as primeiras células a serem recrutadas, podendo
estar envolvidos na regresséo das lesdes, seja por um efeito anti-viral direto
ou por um mecanismo nao especifico (JENSON et al. 1987; TAY et al.
1987). Por outro lado, tanto os macréfagos quanto os queratinécitos
ativados, produzem uma série de citocinas, dentre elas o Fator de Necrose
Tumoral (TNF). Sua atividade antitumoral e antiproliferativa, podendo ser um
fendmeno importante na regressao de lesbes e tumores induzidos pela

infecao persistente de HPV (LUNGER et al. 1985; BEUTLER e CERAMI

1987).

Estudos recentes mostraram que a oncoproteina E7 de HPV de alto
risco & capaz de inibir a funcao antiviral e reguladora do crecimento mediada
por interferon-a. (BARNARD et al. 2000) e regular negativamente a resposta
ao IRF-1(Interferon Regulatory Factor-1) (UM et al. 2002; KOROMILAS et al.
2001). Além disso, foi observado que as proteinas E7 dos HPV tipo 16, 18
(alto risco oncogénico) e 6b (baixo risco oncogénico), sao capazes de
regular diferencialmente a da molécula MHC classe |. Além disso, HPV
interffere na apresentacao de antigenos mediada por TAP1 (fransporter
associated with antigen processing subunit 1) e da proteina integrante do
imunoproteasomo LMP2 (low  molecular  weight  protein 2)
(GEORGOPOULQOS et al. 2000). No entanto, a proteina E7 nao € o unico

fator viral envolvido na alteracao dos mecanismos antivirais mediados pelos



interferons. Num estudo recente, RONCO et al. (1998) observaram a
interacao da proteina E6 de HPV 16 com o fator IRF3. Os autores
mostraram que esta interacao tinha como resultado a inibicdo da atividade
transcricional mediada por este fator. Aléem disso, existem estudos que
mostram o efeito inibitorio da proteina E6 de HPV 18 na ativacao de Jak-Stat
mediada pelo interferon-o (revisado por KOROMILAS et al. 2001). Acredita-
se, que estes efeitos possam contribuir na eliminacao da resposta antiviral

normal de uma célula infectada.

1.3.3 O Fator de Necrose Tumoral (TNF)
1.3:3.1 Aspectos Gerais

O TNF amplifica e prolonga a resposta inflamatéria estimulando
outras células a liberar tanto citocinas, como, por exemplo, a interleucina |
(IL-1) em tecidos epiteliais, quanto mediadores da sua resposta, como o
oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio, que promovem a inflamacéao e
a injuria tecidual. O TNF €& essencial para o processo completo da
inflamacao, tanto que, a diminuicdo da inflamagao € normalmente
caracterizada pela atividade decrescente do TNF. A magnitude da resposta
inflamatoria é crucial: respostas insuficientes resultardo em um baixo numero
de células imunes, que pode levar as infeccées e ao cancer, enquanto que
respostas excessivas causarao morbidade e mortalidade em diversas
doengas, tais como: artrite reumatdide, doenga de Crohn, arteriosclerose,

diabetes, mal de Alzheimer, esclerose multipla e isquemia miocardica e

cerebral (TRACEY 2002).



O TNF é produzido principalmente por macréfagos ou mondcitos
ativados (PAUL e RUDDLE 1988). Outros tipos de células como as células
NK, mastdcitos, celulas endoteliais, queratindcitos e células da musculatura
lisa, também sao capazes de produzir TNF (RUBIN et al. 1986). Esta
citocina possui uma ampla variedade de atividades biolégicas, como, 1)
aumento da expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais,
fazendo com que haja um acumulo de leucécitos no local da inflamacao; 2)
ativacdo de polimorfonucleares; 3) estimulacdo da producao 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
|, favorecendo a lise mediada pelos linfocitos citotéxicos contra células
infectadas por agentes virais; 5) inibicdo da replicacdo de alguns virus

(ABBAS e LICHTMAN 2003).

1.3.3.2 O TNF e seus Receptores

O TNF é 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
TNF estao presentes em praticamente todos os tipos celulares, com excecao
dos eritrécitos e linfocitos T nao estimulados, sendo que seu numero varia
de 200 até 10000 por célula (ROTHE et al. 1992). Existem dois receptores
para TNF, p55 (TNFR1) e p75 (TNFR2). Estes receptores sdao membros de

uma familia de receptores caracterizada pela presenca de repeticoes ricas
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em cisteina, presentes nos dominios extracelulares de ligacao ao TNF. Os
dominios intracelulares destes receptores, nao apresentam homologia
significativa entre si, porém ambos sdo capazes de recrutar as proteinas de
sinalizacao necessarias para iniciar um espectro de respostas celulares que
podem resultar tanto na ativacao de diversos genes, quanto na inducdo de
apoptose. Estes dados levaram a observacao de que estes receptores
possuem propriedades funcionais distintas, iniciando vias de acao diferentes

dentro das células (TARTAGLIA et al. 1991).

1.3.3.3 A Sinalizacao mediada pelo TNF

Os principais componentes das vias de transducdo de sinal
desencadeadas pelo TNF envolvem os seus receptores TNFR1 e TNFR2,
assim como todas as proteinas associadas a estes receptores e 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, ativacao de fatores de transcricdo e
morte celular, apods sua ligagdo com o TNF (WONG et al. 1992; TARTAGLIA
et al. 1993).

O TNF age basicamente de trés maneiras: 1) induzindo apoptose
através da ativacao de caspases, 2) ativando diversas proteinas quinases
envolvidas no sistema em cascata das MAP quinases e 3) recrutando
componentes de sinalizacao envolvidos na ativacao da transcricao génica

promovida pelo fator NF-kB (PAHL 1999). Estas cascatas s&do complexas e

ainda nao estao completamente elucidadas.



Uma das principais proteinas ativadas pela ligagao do TNF ao
receptor TNFR1 & o fator de transcricao NFkB. Esta proteina esta presente
de forma inativa no citoplasma associada a familia de inibidores IxB e sua
ativacdo pode ser induzida por mais de 150 estimulos diferentes. Sendo um
fator de transcricdo, esta proteina apresenta um dominio que permite sua
ligacdo ao DNA e sua localizagao nuclear (VERMA et al. 1995). Uma vez
ativado, o NFxB pode agir no controle da transcricao de mais de 200 genes
alvo. Alguns destes genes estao envolvidos na resposta imune (cadeias
leves das imunoglobulinas, IL-2), na resposta inflamatéria (TNF, linfotoxina,
IL-1, IL-6), na adesao celular (E-selectina, V-CAM), na proliferacdo celular
(p53, p21, Ras, c-myc) e no controle da apoptose (TRAF1, TRAF2 e
algumas proteinas inibidoras da apoptose, como, clAP1) (PAHL 1999).

Nas células, o TNF pode exercer efeitos claramente opostos:
apoptose e indugédo da proliferagdo (SZATMARY 1999; WALLACH et al.
1999; WAJANT e SCHEURICH 2001). Estes efeitos dependem, em parte, da
localizacao nuclear e consequiente ativacao do fator de transcricao NF-xB
(BALDWIN 1996; MARTIN et al. 2001). Este & composto por duas
subunidades e normalmente encontra-se retido no citoplasma atraves da sua
associacao com proteinas da familia 1B (inibidor de kB). Atualmente, sao
conhecidas 5 proteinas da familia NF-xB/REL: REL (c-REL), p65 (RELA),
RELB, p50/p105 (NF-xB1) e p52/p100 (NF-xB2). A composicao do fator NF-
kB pode variar, afetando sua atividade transcricional. As proteinas REL
pertencem a duas classes que se distingiem pela sua sintese e

propriedades de transativagao. Uma classe consiste de p65 (RELA), RELB e



c-REL. Estas proteinas sao sintetizadas e apresentam um dominio RHD
(REL homology domain) na regiao amino-terminal, requerido para a
dimerizagao e ligacao ao DNA. Os dominios envolvidos na modulagdo da
transcricdo encontram-se na regiao carboxi-terminal. A segunda classe é
constituida pelas proteinas p50/p105 (NF-kB1) e p52/p100 (NF-xB2), que
sao sintetizadas como precursores maiores (p105 e p100) com um domino
RDH na regido amino-terminal e repeticoes de anquirina na regiao carboxi-
terminal. Este dominio carboxi-terminal €& removido por protedlise
dependente de ubiquitina, gerando as proteinas maturas (p50 e p52) que
apresentam capacidade de uniao ao DNA (KARIN et al. 2002). A localizacédo
celular de NF-xB €& controlada por uma familia de proteinas inibitorias
denominada kB (IkBa, IkBp, IkBe, IkBy, Bcl-3 e os precursores p100 e
p105), cuja principal fungdo é sua ligagao com NF-xB, prevenindo sua
ativacao e consequente translocacao para o nucleo. Dentre as proteinas
acima citadas, a proteina inibitoria IkBa € a mais abundante e a melhor
caracterizada nas células (KARIN e BEN-NERIAH 2000).

O complexo quinase de kB (IKK), & o principal responsavel pela pela
fosforilacdo de IkBa e constitui um ponto de convergéncia para a maioria
dos estimulos que desencadeiam em parte, a ativacao de NF-kB (KARIN e
BEN-NERIAH 2000). Diversos estudos relatam a interferéncia de proteinas
virais com a ativacado desregulada de NF-xB. Um dos principais exemplos é
a associagao com o virus HTLV-1 que promove a transformacgao de linfocitos

através da ativacao constitutiva da translocacao nuclear de NF-xB,
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principalmente através da ativacao de IKK (UHLIK et al. 1998; LI et al. 1999;

XIAO et al. 2000).

1.3.3.4 TNF e a Resposta Imune Epitelial

Queratindcitos afetados por agentes fisicos, quimicos ou patégenos,
destacando entre eles o HPV, tornam-se ativos, ou seja, adquirem a
capacidade de diferenciar, migrar, proliferar, produzir e secretar
componentes da matriz extracelular e peptideos de sinalizagcao envolvidos
na resposta imune. Estas alteragbes sao controladas por fatores de
crescimento, quimiocinas e citocinas, principalmente produzidas pelos
proprios queratindcitos e outras células cutaneas, como os fibroblastos
(FREEDBERG et al. 2001). Células envolvidas na resposta imune epitelial,
como as ceélulas dendriticas, linfocitos migratorios e células de Langerhans,
sdo consideradas cruciais para a produgado de citocinas e consequente
resposta inflamatéria. Interessantemente, recentes estudos apontam os
queratinocitos, principais células do tecido epitelial, como os maiores
contribuidores na producao de citocinas epiteliais, incluindo TNF,
interleucinas e interferon. Estas citocinas podem ser induzidas ou produzidas
constitutivamente pelos queratindcitos (TIZARD et al. 2000; GRONE 2002).

Os queratinocitos de uma epiderme saudavel e intacta ndo se
encontram ativados, ou seja, possuem um baixo nivel de proliferacdo na
camada basal, enquanto que aqueles presentes nas camadas supra basais
seguem o programa normal de diferenciacéo. Os queratinocitos sao ativados

em resposta a diferentes tipos de injurias e podem ser eventualmente



desativados, retornando ao programa normal de diferenciacdo. Este
processo denominado ciclo de ativacdo dos queratinocitos € controlado por
diversos fatores extra celulares e é caracterizado principalmente pela
expressao diferencial de queratinas. Geralmente, o ativador inicial dos
queratinocitos € a interleucina 1, encontrada em sua forma nao processada
no interior dos queratinocitos nao ativados, sendo processada e liberada
rapidamente apdés dano as células. A interleucina 1 liberada, tem efeito
paracrino, ou seja, age em células diferentes das quais foi originada, por
exemplo em ceélulas endoteliais, facilitando o recrutamento dos linfécitos
circulantes e de forma autocrina, ativando os proéprios queratinécitos, com
consequente proliferagao, migracao e expressao de genes envolvidos na
sua propria ativacao, entre eles TNF e TGFa. O estado de ativagao dos
queratinocitos € mantido através da exposicao ao TNF (NICKOLOFF e
TURKA 1993). Geralmente, o TNF encontra-se em baixos niveis nas
camadas suprabasais do epitélio, sendo produzido e liberado apds inducao
pela IL-1. Um aumento significativo nos niveis de TNF & detectado nesta
regiao em diversas condicoes, como: alergia, dermatites, irradiacao
ultravioleta e infecg¢des virais. O periodo entre a ativacdo e desativagao dos
queratinocitos, ou seja, a manutengao do estado ativado mediado pelo TNF,
depende da causa ef/ou eliminagéo do agente desencadeador do processo
inflamatorio. O mecanismo através do qual o TNF leva a proliferacao, morte
celular ou a diferenciagao, ainda nao esta completamente elucidado. Estes
processos envolvem certamente a expressao diferencial de diversos genes

relacionados tanto no reparo do tecido, como na eficiéncia da resposta



inflamatéria local. Desta forma, o periodo de exposicdo ao TNF torna-se

crucial.

1.3.3.5 TNF e HPV

Como descrito anteriormente, o sistema imune utiliza diversos
mecanismos para controlar a progressao de lesdes induzidas pelo HPV,
dentre eles a producdo de citocinas. Por outro lado, os queratindcitos sao
capazes de produzir uma série de mediadores como interleucinas (IL-1, IL-6
e IL-8), fator estimulante de formacao de colénias (CSF), fator de
crescimento transformante p (TGF-B), fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF) e TNF, que podem influenciar a proliferacdo e
diferenciacdo da epiderme (JABLONSKA e MAJEWSKI 1990).
Normalmente, a expressao constitutiva destes fatores € muito baixa, mas
pode aumentar significativamente sob a acao de diversos estimulos, como
anteriormente citado. Além disso, niveis significativos de TNF se acumulam
na epiderme apos sua administragdo intravenosa, sugerindo que os
queratinécitos sao um importante alvo para esta citocina (BEUTLER et al.
1995). De fato, este fator promove a inibicdo reversivel da proliferacao de
queratinocitos normais in vifro, efeito este observado atraves da
diferenciagcao e consequente producao de envelope corneificado por estas
células (PILLAI et al. 1989).

Até o momento, diversos estudos tém analisado o papel do TNF em
células infectadas pelo HPV. Algumas pesquisas relatam uma acao direta

desta citocina na transcricao das oncoproteinas virais E6 e E7, juntamente



com a diminuicao da proliferacao celular. Linhagens celulares imortalizadas
tanto com HPV16 quanto com HPV18, mostraram uma diminuicdo nos niveis
destas proteinas apos tratamento com TNF (KYO et al. 1994). A diminuicao
de sensibilidade ao TNF, tanto para a transcricao viral, como para a
proliferacao celular e expressao de proteinas ativadas por esta citocinas,
esta definitivamente associada a progressdo do fendtipo maligno destas
células (ROSL et al. 1994; PIRISI et al. 1995). O fator de transcrigdo AP-1 &
essencial para a iniciagdo e manutencdo da expressao viral nas células
infectadas pelo HPV. Em células normais e em algumas linhagens
imortalizadas por HPV, o TNF age modificando a composicdo de AP-1,
inibindo consequentemente sua atividade transcricional. Este mesmo efeito
nao ocorre em células transformadas pelo HPV (SOTO et al. 1999).

Estudos anteriores demonstraram que células transfectadas com
HPV16 (HF698) eram tao sensiveis ao efeito antiproliferativo exercido pelo
TNF, quanto queratinécitos normais. Contrariamente, 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).

Alguns trabalhos sugerem que a diferenga de atividade das LCRs de
HPV16 e 18 poderia ser a principal responsavel pela maior capacidade
transformadora do HPV 18. Vale a pena ressaltar que o HPV18 apresenta
uma maior capacidade de transformar células in vitro que o HPV16 e que a
regido promotora destes virus &€ de 10 a 50 vezes mais ativa quando

comparada a do HPV16 (VILLA e SCHLEGEL 1991, ROMANCZUK et al.



1991). Resultados semelhantes foram obtidos com linhagens imortalizadas
por DNA subgenémico de HPV16 (HF1628 e HF1638) ou HPV18 (HF1842),
ou seja, células que expressam apenas as oncoproteinas virais E6 e E7,
reguladas pelos seus promotores autélogos. Além disso, as linhagens
sensiveis ao efeito antiproliferativo do TNF, apresentaram intensa reducéao
nos niveis de expressao de ciclina A, B e CDK1, apdés 60 horas de
tratamento, corroborando os dados acima descritos (VIEIRA et al. 1996).

No entanto, alguns estudos relatam que linhagens celulares tumorais que
contem HPV16 e HPV18 sao igualmente resistentes ao TNF (BORNSTEIN
et al. 1997).

O TNF desempenha um papel importante na eliminacao de células
tumorais por macréfagos ativados e linfécitos citotéxicos como mecanismo
precoce de acgao anti-tumoral. Foi observado que esta citocina € capaz de
induzir a regressao tumoral de modo comparavel a agentes quimioterapicos.
Consequentemente, a resisténcia das células tumorais a citotoxicidade do
TNF, poderia constituir um passo fundamental para o desenvolvimento de
tumores in vivo. No entanto, os principais aspectos da resisténcia aos efeitos
citotoxicos desta citocina por células tumorais sao pouco compreendidos na
atualidade. Desta forma, o entendimento dos mecanismos genéticos que

modulam os efeitos do TNF nestas células poderia ser de crucial importancia

no controle da progressao tumoral.

FUNDAGAD aNTONIO
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos recentes apontam os queratindcitos, principais células do
tecido epitelial, como os principais produtores de citocinas epiteliais,
incluindo o TNF, interleucinas e interferon. O TNF esta diretamente
associado ao processo inflamatério dos epitélios e mucosas, sendo de
fundamental importancia para uma resposta imune efetiva, além do efeito
antiproliferativo exercido neste tipo celular. Apés 3 horas de exposicao ao
TNF, a grande maioria dos genes responsivos a esta citocina sao
modulados. No entanto, em processos inflamatorios e/ou infecgdes virais,
por exemplo, a exposicao ao TNF ocorre por periodos prolongados, fato que
depende da causa e eliminacdo do agente desencadeador do processo
inflamatorio. Neste processo, diversos genes sao regulados.

Estudos anteriores realizados no Laboratorio de Virologia do instituto
Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, demonstraram que o efeito
antiproliferativo mediado pelo TNF em queratinécitos humanos primarios e
imortalizados com HPV 16, tem pico maximo de inibicdo de proliferacao,
apés 60 horas de tratamento com TNF (VILLA e SCHLEGEL 1991).
Contrariamente, células imortalizadas com HPV 18 e SV40, nao param de
proliferar frente a esta citocina. As linhagens sensiveis ao efeito
antiproliferativo do TNF, apresentaram intensa reducdo nos niveis de
expressao de ciclina A, B e CDK1, apés 60 horas de tratamento,

confirmando os dados acima descritos (VIEIRA et al. 1996). Desta forma, a
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diferenca na tumorigenicidade de canceres associados a dois tipos de HPV
de alto risco (HPV16 e HPV18), pode, entre outros fatores, estar diretamente
relacionada a resisténcia dos efeitos mediados pelo TNF.

Uma das principais proteinas ativadas pelo TNF é o fator de
transcricdo NF-kB, responsavel pela modulacado da transcrigdo de mais de
200 genes. Sua ativacao é controlada por uma série proteinas presentes no
citoplasma da grande maioria das células, entre as quais, proteinas
inibitérias do fator NF-xB (familia IxB) e proteinas quinases responsaveis
pela fosforilacdo de IkB (familia IKK). Estas proteinas sdo de crucial
importdncia para o controle da ativacdo de NF-xkB, cujos efeitos
desencadeiam diferentes respostas, dependendo do tipo e estado das
células estudadas (KARIN et al. 2002).

Pelo exposto, neste estudo foram analisados os niveis protéicos das
proteinas regulatérias acima citadas, em queratindcitos normais e infectados
por HPV16 e 18. Além disso, foi avaliada a expressao génica global, através
da técnica de cDNA microarray, nas mesmas linhagens celulares, antes e
apos exposicao ao TNF, por dois periodos de tempo: 3 e 60 horas.

Desta forma, tanto o conhecimento das diferencas na expressdo
génica nestes 3 tipos celulares expostos ao TNF, bem como os niveis de
expressao de diversas proteinas envolvidas no mecanismo de acao desta

citocina, contribuirdo para o entendimento na via de eliminacao da infeccao

pelo HPV.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar os mecanismos responsaveis pela resposta diferencial ao
TNF de queratindcitos normais e imortalizados com HPV16 quando

comparados a queratindcitos imortalizados com HPV18.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os niveis de expressao de algumas proteinas envolvidas na
via de sinalizacao por TNF. Em particular, a via de regulacao do fator
NF-kB, em queratinécitos normais e imortalizados com HPV16 ou

HPV18 e em amostras de cultura organotipica.

Determinar e comparar o perfil de expressdo génica através da
técnica de cDNA microarray em queratindcitos normais, queratindcitos

imortalizados com HPV16 ou HPV18.

Comparar o perfil de expressao génica nos tipos celulares acima
citados, apoés tratamento com TNF por dois periodos de tempo: 3 e 60

horas.



4 MATERIAL E METODOS

41 CULTURA DE CELULAS

Foram utilizadas culturas primarias de queratindcitos obtidos a partir
de prepucios de recém-nascidos (normal human foreskin keratinocytes -
NHFK ou primary human keratinocytes - PHK), como descrito por
SCHLEGEL et al. (1988) e linhagens de queratindcitos humanos normais
imortalizados com: genoma completo de HPV16 (HF698), HPV18
(HF18Nco) ou com LCR-E6E7 de HPV18 (HF18.42). As linhagens
imortalizadas por HPV foram isoladas de clones independentes e obtidas por
transfeccao a partir de NHFK (BARBOSA e SCHLEGEL 1989). Vale a pena
ressaltar que, para facilitar o entendimento das figuras apresentadas neste
estudo, em alguns casos as células NHFK podem ser representadas pela
letra N, as células HF698 como HPV16 e HF18Nco como HPV18. Os
queratindcitos normais foram cultivados em meio definido para cultivo de
queratinécitos (K-SFM - Life Technologies Inc, Gaithersburg, MD),
suplementado com 70ng de extrato de pituitaria bovina e 10ng/mL de fator
de crescimento epidérmico recombinante (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



proporcdao 1:4. As células foram congeladas quando necessario em meio

contendo 10% de dimetilsulféxido (DMSQO) e 20% de soro fetal bovino.

4.2 TRATAMENTO COM TNF (VILLA et al. 1992)

As linhagens celulares NHFK, HF698 e HF18Nco, foram cultivadas
nas condi¢gbes anteriormente descritas, por aproximadamente 7 passagens,
tripsinizadas e contadas em camara de Neubauer. 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 diametro,
respectivamente). Ao atingirem 40-50% de confluéncia, o meio de cultura foi
substituido por meio fresco com 2nM de TNF humano recombinante
(Boehringer Mannheim). Apos diversos periodos de tratamento, realizaram-
se extracdo de RNA e proteinas. Em todos os casos foram semeadas placas
controle que nao foram tratadas com TNF.

Os efeitos do TNF na proliferacao destas células em cultura foram
avaliados mediante ensaios de incorporagao de timidina tritiada ou através
da analise das populagbes celulares por citometria de fluxo (dados nao

apresentados) (VILLA e SCHLEGEL 1991; VIEIRA et al. 1996; TERMINI

2000).



4.3 EXTRAGAO DE PROTEINAS E WESTERN BLOT

A extracdao de proteinas das linhagens analisadas foi realizada
mediante lise celular e posterior separacao da fracido proteica. Para isto, 500
ul de solugao de lise (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,5% NP40,
0,5% fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), 0,1 mM EDTA, 100 unidades/ml! de
Aprotinina) foram adicionados a cada placa e os lisados celulares foram
coletados mediante o uso de um cell scraper e transferidos para um tubo
Eppendorf de 1,5 ml. Em seguida, os lisados foram incubados no gelo
durante 15 minutos e centrifugados sob velocidade maxima a 4°C, durante
30 minutos. Finalmente, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
as amostras estocadas a -70°C (SAMBROOK et al. 2001).

As amostras de culturas organotipicas utilizadas neste estudo foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Enrique Boccardo do Laboratério de Virologia
do Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, filial de Sdo Paulo.

As amostras de proteina, isoladas conforme descrito anteriormente,
foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida 10% ou
12,5% utilizando o mini-Protean |l Cell (Bio-Rad). Para um gel de separacao
de 4,5 ml 10% de acrilamida foram utilizados: 1,5 ml de H,O Milli-Q, 1,5 ml
de lower buffer (Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 0,4%), 1,5 ml de acrilamida-
bisacrilamida (29:1) 30%, 24 nl de persulfato de aménio 10% (APS) e 11,25
ul de TEMED. Para géis de acrilamida 12,5% foram utilizados: 1,125 ml de
H,O Milli-Q e 1,875 ml de acrilamida-bisacrilamida (29:1) 30%. Na porgao

superior do gel de separacao foi aplicado um gel de stacking composto por:




1,5 ml de H,O Milli-Q, 625 ul de upper Ibuffer (Tris-HCI 0,5 M pH 8,8, SDS
0,4%), 313 wl de acrilamida-bisacrilamida (29:1) 30%, 11,25 ul de APS 10%
e 3,75 ul de TEMED. As amostras foram preparadas colocando-se 50 ug de
proteina em tampao de amostra 4xav!v (Tris-HCI 240 mM pH 6,8, SDS 0,8%,
B-mercaptoetanol 200 mM, glicerol 40% e azul de bromofenol 0,02%) e
desnaturadas a 95 °C durante 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
aplicadas no gel e submetidas a eletroforese a 20-30 mA em tampéao de
corrida (glicina 192 mM, Tris 25mM, SDS 0,1%). Finalmente as amostras
foram eletrotransferidas (Mini Trans-Blot Cell, BIO-RAD) para membranas de
polivinilidene difluoreto (PVDF) (Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech) a
250 mA em tampao de transferéncia (glicina 200 mM, Tris 25 mM, metanol
20% v/v (Merck)) durante 1h a 4 °C. A transferéncia foi conferida através da
coloragdo com Ponceau (SIGMA) 0,1% em acido acético 1% (SAMBROOK
et al. 2001).

Foram utilizados os anticorpos policlonais para as proteinas IkBa na
concentracdao 1:1000 (sc-371, Santa Cruz Biotechnology), kBB na
concentragdo 1:1000 (sc-945, Santa Cruz Biotechnology), IkKa na
concentragcdo 1:1000 (H-744, Santa Cruz Biotechnology), Sumo-1 na
concentracdo 1:1000 (FL-101, Santa Cruz Biotechnology), actina (sc-1615,
Santa Cruz Biotechnology) e B tubulina (sc-5274, Santa Cruz Biotechnology,
monaoclonal). Inicialmente, as membranas foram bloqueadas com PBS-T
(137mM NacCl, 2,7mM KCI, 10mM Na;HPO,4, 2mM KH,POy4, pH 7,4, Tween-
20 0,05%) contendo 5% de leite em p6 durante 1 hora. Em seguida, as

membranas foram lavadas (2x) durante 3 a 5 minutos com PBS-T e



incubadas durante 1 hora na presenca de algum dos anticorpos especificos
descritos acima com 1% de leite em PBS-T. Os anticorpos foram diluidos em
PBS-T nas concentragbes sugeridas pelo fabricante. Posteriormente, as
membranas foram lavadas (4x) com PBS-T durante 5 minutos e incubadas
durante 1 hora na presenca de anticorpo anti-imunoglobulina de coelho ou
proteina A conjugados a peroxidase (Amersham), diluidos 1:5000 ou
1:10000 em PBS-T. Finalmente, as membranas foram lavadas (4x) com
PBS-T e (2x) com PBS (Tris 20 mM pH 7,6, NaCl 137 mM) durante 5
minutos e reveladas utilizando o kit ECL (Amersham).

A normalizagao dos experimentos foi realizada mediante a deteccéo
da expressao de genes constitutivos (actina ou tubulina) ou eventualmente
através da coloragcao com corante de Ponceau das membranas utilizadas e

através de bandas inespecificas visualizadas nos experimentos.

4.4 EXTRAGAO DE RNA E NORTHERN BLOT

Para extracdo de RNA total, pellets contendo aproximadamente 5x10°
células foram submetidos a 5ml de solucao TRIzol® (Life Technologies, Inc.,
Grand Island, NY, USA) e homogeneizadas. O RNA foi extraido conforme as
instrucdes do fabricante e dissolvido em H,O tratada com DEPC (Merck,
Germany). A concentragao foi determinada por leitura da absorbancia a 260
e 280 nm (GeneQuant, Clamart Cedex, France).

A qualidade do RNA extraido foi avaliada para todas as amostras

analisadas através de uma eletroforese em gel de agarose sob condicbes



desnaturantes. Cerca de 1 png do RNA total foi misturado com tampao
contendo 7M de uréia, 30% de glicerol, 0,25 % de azul de bromofenol, 0,6%
de SDS, 60 mM de EDTA, aquecido a 65°C por 10 minutos, resfriado em
gelo por 1 minuto e fracionado em gel de agarose 1% em TAE 1X (0,04 M de
TRIS Acetato e TmM de EDTA) contendo 0,5ug/mL de brometo de etidio. A
analise da integridade do RNA foi feita avaliando-se a relacdo entre as
bandas correspondentes aos RNA ribossomais 28S e 18S.Apds cada
extracdo do RNA total das amostras, 1 ng de RNA foi submetida ao
fracionamento em gel de agarose desnaturante com 1% de formaldeido e
uréia, para verificacao da integridade do RNA através da visualizacdo das
subunidades ribossomais 28S e 18S sob Iluz ultravioleta, conforme
procedimentos usuais (SAMBROOK et al. 2001).

Para os experimentos de Northern Blot, 10ug de RNA total foi
fracionado em gel de agarose. O gel foi lavado em 4X SSC (NaCl 0,6M,
citrato de sodio 60mM, pH 6,45) e 10X SSC (NaCl 1,5M, citrato de sodio
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 visualizacdo 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 hibridizacao foi realizada a 65°C durante
16 horas em solucao de hibridizacado (segundo protocolo de Church and

Gilbert), contendo sonda marcada com oP32 dCTP, através do kit Ready To
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Go™ AMERSHAM. Posteriormente, a membrana foi lavada com solugéo de
lavagem (Na2HP04 0,25M, SDS 1% e EDTA 1mM) 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. Com objetivo de normalizar a
quantidade de RNA aplicada, utilizou-se uma sonda para o mRNA da
gliceraldeido 3-P desidrogenase. Como sonda para o gene lkBa humano, foi
utilizado um produto de PCR purificado de aproximadamente 200 pb

correspondente ao exon 5 do gene.

4.5 CLONAGEM DE IxBa HUMANO NO VETOR DE EXPRESSAO

PCDNA3.1/V5-HIS(B)

A clonagem do cDNA de IkBa humano foi realizada através da
amplificacdo da regido codificadora, utilizando-se c-DNA originado de
gueratinécitos primarios humanos induzidos por 3 horas com TNF. A
amplificacdo foi realizada utilizando-se os iniciadores: p-lkBa-F2
(5'cgcggcccagegeacccgeald’) e p-lkBa-R-Xba-2 (5'tggaggccagcegtctgacgtta3’).
Para uma reacao de 20ul, foram utilizados: 0,16ul de 25uM de dNTP, 0,6ul
de 50mM de cloreto de magnésio, 0,4ul de cada iniciador e 0,08ul de Taq
polimerase (5U/ul — Invitrogen) e 2ul do cDNA. As condigdes de ciclagem
foram: 94° C/1 minuto, 94° C/30 segundos, 60° C/30 segundos, 72° C/2
minutos, por 35 ciclos. Apds a PCR, as reagdes foram fracionadas em gel de
agarose e o produto amplificado foi purificado utilizando-se 1& de vidro. O

produto amplificado foi clonado no vetor pGEM-T-easy e diversas colénias
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foram sequenciadas. O inserto eleito foi subclonado no vetor de expressao
pcDNA3.1/V/5His(B), utilizando-se os sitios Eco-Rl e Xbal (SAMBROOK et

al. 2001; ABRANTES et al. 2003).

4.6 TRANSFECCAO TRANSIENTE

A transfec¢do dos queratindcitos normais (passagem 8) foi realizada
utilizando-se o plasmidio pcDNA3.1/V5His(B) e pcDNA3.1/V5His(B)IkBa.
Foram utilizadas 2 placas de cultura com 6 pocos cada, contendo
gueratinécitos nomais com aproximadamente 70% de confluéncia. Em uma
das placas foi realizada a transfeccdao dos queratindcitos com o plasmidio
controle (pcDNA3.1/V/5His(B)), sendo que desta, 3 pocos foram tratados
posteriormente por 60 hs com 2nM de TNF. Os queratinécitos cultivados na
segunda placa foram transfectados com o plasmidio que expressa |kBa
(pcDNA3.1/VV5His(B)IkBa) e 3 pocos foram tratados posteriormente com
60hs com 2nM de TNF. Primeiramente, foram adicionados 1,5ug de cada
plasmidio a 125ul de meio de cultura KSFM sem adicao de suplementos. Em
seguida, adicionamos 125ul de lipofectamina (GIBCO) e incubamos por 30
minutos a temperatura ambiente. Esta mistura foi adicionada sobre os
gueratindcitos apos previa retirada do meio de cultura. Incubamos as células
por 5 horas, adicionando em seguida 2ml de meio KSFM suplementado,

incluindo o TNF.



4.7 IMUNOPRECIPITACAO

A extracao de proteinas dos queratindcitos tratados com TNF por 60
horas para IP foi realizada utilizando-se tamp&o RIPA. Foi adicionado 1,0ug
de IgG de coelho nao imunizado a 20ul de resina AGAROSE-proteinaA e
incubamos a 4° C por 30 minutos. Centrifugamos a 2500rpm por 30
segundos. Em seguida, adicionamos 5ul do anticorpo |kBa @ 200ug de
extrato protéico total, incubando por 2 horas a 4° C. Finalmente misturamos
a resina ao extrato incubado com o anticorpo por 12 horas a 4° C, sob
agitacdo. A mistura foi centrifugada o sobrenadante foi descartado e a resina
lavada 4 vezes com tampao RIPA. A resina foi submetida a fracionamento

em gel SDS-PAGE (SAMBROOK et al. 2001).

4.8 ENSAIO DE INIBICAO DO PROTEASOMA

Para o ensaio de inibicao do proteasoma, foi utilizada a lactacistina
(CALBIOCHEM), um inibidor irreversivel do proteasoma 20S. Os
gueratinocitos foram tratados com lactacistina numa concentracao de 20uM,
apods exposigcao de 42 e 48 horas ao TNF. Os extratos protéicos totais das
diferentes placas de cultura foram extraidos ao serem completadas 60 horas

de tratamento com TNF (ABRANTES et al. 2003).



4.9 EFEITO DA INTERRUPGCAO DO TRATAMENTO COM TNF NA

DETECCAO DA BANDA DE 20 kDa

Com o objetivo de avaliar o efeito da interrupcao do tratamento com
TNF no aparecimento da banda de 20 kDa, foi realizado um experimento em
gue as células foram tratadas por 24, 48 e 60 horas com TNF. Os
tratamentos de 24 e 48 horas foram seguidos respectivamente por
incubacdes de 36 e 12 horas com meio de cultura novo (sem TNF), até
completar 60 horas. Neste ponto, foram obtidos extratos protéicos totais para

0 ensaio de Western Blot.

410 ENSAIO COM CICLOHEXIMIDA E ACTINOMICINA D

Para os ensaios de Iinibicao da transcricao e traducdo, foram
utiizados actinomicina D  (SIGMA) e cicloheximida (SIGMA),
respectivamente. Apdés 50 horas de tratamento com TNF, foram
acrescentados as culturas de queratinécitos, actinomicina D ou
cicloheximida, numa concentragcdao final de 5ug/ml e 10ug/ml,
respectivamente. Os extratos protéicos totais, incluindo os controles, foram
extraidos ao serem completadas 60 horas de tratamento com TNF

(ABRANTES et al. 2003).
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411 MICROARRAY

Os experimentos de cDNA microarray consistem basicamente de
duas etapas: bioquimica e computacional-estatistica. A etapa bioquimica
consiste das seguintes fases:

e Fixacao de cDNA nas laminas

e Extracao e amplificacao do RNA

e Hibridizacao
Apods a etapa bioquimica do processo, € realizada a etapa computacional-
estatistica, que consiste das seguintes fases:

e Captacao das imagens

e Quantificacao das imagens

e Normaliza¢ao dos dados

e Analise dos dados

A seguir, serao descritas as etapas envolvidas neste tipo de experimento.

4.11.1 Fixacao de cDNA nas laminas

A fase inicial da metodologia de microarray consistiu na selecao de
clones originados do projeto ORESTES (Projeto Genoma do
Cancer/FAPESP/LICR) (CAMARGO et al. 2001). O Laboratério de Biologia
Computacional do Hospital do Cancer, coordenado pela Dra Helena Brentani
realizou o processo de selecao das sequéncias ORESTES que fariam parte

da colecao de sondas utilizadas nas laminas (BRENTANI et al. 2005)
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(http://www.ncbinim.nih.gov/geo). Apbés esta etapa, os fragmentos foram
amplificados e fixados nas laminas de vidro em posigdes especificas,

utilizando-se o robd Flexis.

4.11.2 Extracdo e amplificacdo do RNA
Para cada tipo celular analisado através de microarray, ou seja,
queratinocitos normais, queratindcitos imortalizados com genoma completo
de HPV16 (HF698) e queratindcitos imortalizados com genoma completo de
HPV18 (HF18Nco), foram semeadas simultaneamente 8 placas de 90mm de
diametro para cada tipo celular: Ao atingirem 40-50% de confluéncia, o meio
de cultura foi substituido em 4 placas com 2nM de TNF humano
recombinante e nas 4 placas-controle restantes, o meio substituido foi o
mesmo mas sem adi¢cdo de TNF. Apos 3 e 60 horas de tratamento, realizou-
se a extracdo de RNA. Cada experimento foi realizado em duplicata, ou seja,
para cada tipo celular havia 8 placas, 4 para o experimento com TNF-3
horas e 4 para TNF-60 horas. Destas 4 placas, duas foram tratadas com
TNF e as outras serviram como controle. Vale a pena ressaltar, que as
placas controle de cada experimento, ficaram em cultura pelo mesmo
periodo que as placas tratadas. Os RNAs das amostras foram extraidos
utilizando-se o reagente TRIzol® (Life Technologies, Inc., Grand Island, NY,
USA), conforme citado anteriormente. Desta forma, foram obtidas 24
amostras de RNA.
A amplificagdo de mRNA foi realizada em dois ciclos a partir dos

RNAs extraidos, incluindo o RNA utilizado como referéncia. A padronizagédo
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do protocolo de amplificagdo de mRNA foi baseada em GOMES et al.
(2003). Para sintese da primeira fita de cDNA, foram adicionados em cada
tubo de PCR de 1 a 3 pug de RNA total, 1ul 0,5 pg/ul oligo dT(15)-T7 primer e
H,O DEPC (Merck) para completar 7,7 ul. A reacgao foi incubada a 70°C por
10 minutos e mantida em gelo por 5 minutos. Em seguida, adicionamos 4 ul
de 5X Improm First strand buffer, 4,8 ul de MgCl;, (25 mM), 0,5 ul deRNaselN
(Promega Cat# N2111), 2 ul de 10mM dNTP (Pharmacia Cat# 27-2035-02) e
por ultimo 1 ul da enzima IMPROM Il RT (Promega, cat # A 3802). A reacao
foi incubada a 25°C graus por 5 minutos e a 42°C por 90minutos. A reacéao
foi bloqueada através da incubacgao a 70°C por 15 minutos. Para sintese da
segunda fita de cDNA, foram adicionados em cada tubo 16,9 ul de agua
DEPC, 10 ul 5X 2nd strand buffer, 1 ul de 10 mM dNTP mix, 0,3 ul de RNase
H (2U/ul Gibco BRL Cat# 18021-071), 0,5 ul de E. coli DNA Ligase (10u/ul,
Invitrogen, Cat# 18052-019) e por ultimo 1,3 ul de E. coli DNA Polimerase |
(Promega, 10 U/ul). A reacéo foi incubada a 16°C por 2 horas. Em seguida,
adicionou-se 1,0 ul de T4 DNA Pol (SU/ul, Invitrogen, cat# 18005-025) e a
reacao foi incubada a 16°C por 10minutos. Ao produto de cada reacao foram
adicionados 102 pl de agua DEPC, 152 pl fenol pH 8.0/cloroféormio/alcool
isoamilico 25:24:1. Cada tubo foi invertido por 20 segundos e centrifugados
a 20.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. Adicionaram-se 152 ul
de cloroférmio/alcool isoamilico 24:1, os tubos foram invertidos 20 segundos
e centrifugados como descrito acima. Por fim, adicionou-se 1 ul de
acrilamida (5 mg/ml, Ambion, cat # 9520), a fase aquosa foi recuperada e

mantida em gelo. Para degradar o RNA ribossémico, foram adicionados a



fase aquosa 6,5 ul de EDTA 0,5M e 6,5 ul de NaOH 1N, e a reacdo incubada
a 70 °C por 15 minutos. A reacao foi neutralizada com 6,5 ul de Tris-HCI 1N,
pH 8,0. A extracao organica acima descrita foi repetida e o cDNA dupla fita
foi  precipitado adicionando-se 0,5 volume de NH4AC 7,5M
(aproximadamente 75 ul) e 2,5 volumes de alcool etilico 100% gelado
(aproximadamente 375 ul) e os tubos ficaram a -20°C por 1 hora e meia. Na
etapa seguinte, os tubos foram centrifugados a 16.000 x g por 20 minutos a
4°C. Os pellets foram lavados com 1,5 ml 75% ETOH e centrifugados a
16.000 x g por 8 minutos a 4°C. Esta etapa foi repetida duas vezes. Em
seguida o sobrenadante foi retirado e os pellets foram secos a temperatura
ambiente e ressuspendidos em 10 ul agua DEPC. A transcri¢cédo in vitro foi
feita adicionando-se aos 10 ul de cDNA dupla fita 7,5 pl de 25 mM rNTP mix
(A, G, C and UTP), 5 ul 5X Reaction buffer, 2,5 ul Enzyme mix (inibidor de
RNase e T7 phage polymerase). A reacao foi incubada a 37°C por 5 horas.
Em seguida os RNAs amplificados foram purificados utilizando-se TRIzol
(Gibco BRL, cat#15596). A concentracao do RNA foi mensurada.

O volume do RNA amplificado (aRNA) (0.5-1 ug) foi reduzido em 6,7 pl
através da centrifugacdo em speed-vac (SAVANT). Foi adicionado em cada
tubo 1 pl (2 pg/ul) de random hexamer (i.e. dN6, Amersham Pharmacia
Biotech). A reacao foi incubada a 70°C por 10 minutos e deixada no gelo por
5 minutos. Em seguida foi realizada a sintese da primeira fita de cDNA e
foram adicionados em cada tubo 4 ul de 5X Improm First strand buffer, 4,8 ul
de MgCI2 (25 mM), 0,5 ul deRNaselN (Promega Cat# N2111), 2 ul de 10mM

dNTP (Pharmacia Cat# 27-2035-02) e por ultimo 1 ul da enzima IMPROM |
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RT (Promega, cat # A 3802). A reacao foi incubada a 25°C graus por §
minutos e por 42°C por 90minutos. A reacado foi bloqueada através da
incubacao a 70°C por 15 minutos. Para sintese da segunda fita de cDNA,
foram adicionados em cada tubo 15 ul de Advantage PCR buffer, 3 ul de 10
mM dNTP mix, 1.0 ul de Oligo T7 (15) (0,5 ug/ul) e 1 ul de RNase H. Por
ultimo adicionamos 107 ul de agua DEPC e 3 ul de Advantage Polimerase. A
reacao foi incubada a 37°C por 5 minutos, 94°C por 2 minutos, 65°C por 1
minuto e 75°C por 30 minutos. Para degradar o RNA ribossémico, foram
adicionados 6,5 ul de EDTA 0,5M e 6,5 ul de NaOH 1N, e a rea¢édo incubada
a 70 °C por 15 minutos. A reacéao foi neutralizada com 6,5 ul de Tris-HCI 1N,
pH 8,0. Para purificacdo dos cDNAs, inicialmente adicionou-se 1 ul de
acrilamida (5 mg/ml, Ambion, cat # 9520), 171 ul de fenol pH
8,0/cloroférmio/alcool isoamilico, os tubos foram invertidos por 20 segundos
e centrifugados a 16000 x g por 8 minutos a temperatura ambiente. A fase
aquosa foram acrescentados 171 ul de cloroférmio/alcool isoamilico 24:1, os
tubos foram centrifugados por 5 minutos e por fim a fase aquosa foi
recuperada e o cDNA precipitado com 0,5 volume de NHsAC 7,56 M e 2,5
volumes de alcool etilico 100% gelado. Os tubos ficaram a -20°C por 1 hora
e meia. As amostras foram centrifugadas, lavadas e ressuspensas em 10 ul
de agua DEPC. A transcricao in vitro foi feita adicionando-se aos 10 ul de
cDNA dupla fita 7,5 pl de 25 mM rNTP mix (A, G, C and UTP), 5 pl 5X
Reaction buffer, 2,5 pl Enzyme mix (inibidor de RNase e T7 phage
polymerase). A reacao foi incubada a 37°C por 5 horas. Em seguida os

RNAs amplificados foram purificados utilizando-se TRIzol (Gibco BRL,
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cat#15596). A concentragdao do RNA foi mensurada. Para todos os RNA

amplificados obteve-se uma média de 30ug de aRNA.

4.11.3 Hibridizagao

Em aliquotas de 3 pg de RNA amplificado (aRNA) preparado das
amostras analisadas e de RNA referéncia (RNA amplificado de
queratindcitos normais), foram adicionados 1 ul de uma mistura de RNAs-
controle transcritos in vitro (inclue o gene Q do fago A) e a 2ul de randon
primer Sug/ul (dN6; Invitrogen, Califérnia, USA) em volume final de 6,5 ul. A
mistura foi aquecida a 70°C por 10 min e resfriada em gelo por 1 min. A
reacgao foi feita em um volume de 20ul acrescentando-se 4 pul de First strand
buffer (Invitrogen, Califérnia, USA), 2,4ul de MgCl, 25mM (Promega), 2ul de
DTT 0,1 M (Invitrogen, California, USA), 0,6 ul de dNTPs mix (25 mM de
dATP, dTTP, dGTP e 10mM de dCTP), 0,5 yl RNasin (40U/ul, Promega,
Madson, USA), 1,0 pl de Improm Il (200U/pl, Invitrogen, California, USA) e 3
pl de nucleotideo Cy3-dCTP ou Cy5-dCTP 25 nM (Amersham Biosciences,
NJ, USA), de forma a realizar a inversao dos corantes entre amostras teste
e referéncia. A mistura foi incubada a 42°C por duas horas e o RNA foi
degradado pela adicao de 1,5 yl NaOH 1 M e 1,5 pyl de EDTA 0,5 M com
incubacao a 70°C por 20 min. O pH foi neutralizado com a adi¢éo de 1,5 pl
HCI 1 M. O cDNA marcado foi purificado em coluna Autoseq G50
(Amersham Biosciences, NJ, USA ). Apdés a purificagdo, as duas
populacdes de cDNA marcado (amostra e referéncia) foram reunidas em um

soO tubo. Vale a pena ressaltar que, para cada amostra, foram hibridizadas



duas laminas. Em uma, a amostra foi marcada com Cy3 e o RNA referéncia
com Cyb (lamina controle ou MAIN) e na outra a mesma amostra foi
marcada com Cy5 e o RNA referéncia com Cy3 (lamina SWAP). Adicionou-
se 2 ul de DNA poly(A) (2 pg/ul, Amersham Biosciences, NJ, USA) e 2 ul de
DNA Cot1 (2 pg/ul, Invitrogen, Califérnia, USA) e reduziu-se o volume para
12,25ul. Foram adicionados 47,5 ul de tampao de hibridizacdo (SSC 10X,
SDS 0,2%), 23,75 pl de formamida deionizada, 9,5 ul de solugao Denhardt's
50X e 2 ul de esperma de salmao 5 pg/ul.

Antes do uso, as laminas de cDNA microarray foram incubadas em
tampao de pre-hibridizagao (SSC 5X, SDS 0,2%, BSA 1% e solugdo
Denhardt's 5X) por pelo menos 6h a 42°C. Foram entéo lavadas em agua,
centrifugadas para secagem e montadas na estacdo de hibridizacdo —
GeneTac Hybridization Station (Genomic Solutions, MI, USA) (BOWTELL e
SAMBROOK 2003).

As reacbdes foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e mantidas a 70°
até aplicacao sobre a lamina. A reacao de hibridizagdo ocorreu a 42° por
pelo menos 12 horas. Apos a hibridizagao, as laminas foram submetidas as
seguintes lavagens: 5 min em SSC 2X, duas incubagdes de 10 min em SSC
0,1X - SDS 0,1% e duas incubacbes de 2,5 min em SSC 0,1X. Este
procedimento foi realizado para as 24 amostras de RNA, totalizando 48
l&minas.

Vale a pena lembrar, que foram feitas réplicas de todos os
experimentos, ou seja, para cada condicdo foram utilizados 2 RNA

independentes e que foram comparados ao RNA referéncia (NHFK 3hs do
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experimento 1). A utilizacdo de um RNA referéncia possibilita a comparagéao
horizontal entre as diferentes amostras (Figura 2).

O perfil do cDNA marcado, bem como a intensidade da marcacao
foram avaliados pelo protocolo elaborado por CARVALHO et al. (2003). O
gel de agarose 1% em TAE 1X (40 mM tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 9,0) foi
preparado em uma cuba apropriada. Aliquotas de 1ul das reacbes de
marcag¢ao de cDNA com cada corante, ja purificadas e sem adicao de DNA
polyA, DNA Cot1 e foram misturadas a 1 pl de tampé&o de corrida para DNA
3X (15% glicerol, TAE 3X, bromofhenol blue 0,75%). O marcador foi
preparado a partir de uma aliquota de 1ul da reagdo de digestdo do
plasmideo Pel com a enzima de restricao Hindlll, a qual foram adicionados 1
ul de tampao 3X para DNA e 1ul do corante fluorescente Vistra Green™
(Amershan Biosciences, NJ, USA). A eletroforese foi realizada a 60 V por
aproximadamente 30 min em TAE 1X. O gel foi lavado em agua e a imagem
digitalizada no scanner de camera CCD (GeneTAC™ 2000, Genomic
Solutions, MI, USA) e avaliada utilizando o software GeneTAC™ Analyser

(Genomic Solutions, MI, USA).



A - AMOSTRAS CONTROLE

52

’ NHFK 3hs,| | NHFK 3hs2} NHFK 60hs, | NHFK 60hs,
NHFK RNA ref. RNA ref. RNA ref. RNA ref.
HPV16 3hs, HPV163hs, HPV1660hs, HPV16 60hs,
HPV16 RNA ref. RNA ref. RNA ref. RNA ref.
HPV18 3hs,| |HPV18 3hs, HPV18 60hs, | |HPV18 60hs,
HPV18 RNA ref. RNA ref. RNA ref. RNA ref.
B — AMOSTRAS TRATADAS COM TNF
TNF TNF TNF TNF
NHFK 3hs, NHFK 3hs,| | NHFK60hs, |NHFK 60hs,
NHFK TNF RNA ref. RNA ref. RNA ref. RNA ref.
TNF TNF TNF _ TNF
HPV16 3hs, HPV163hs, HPV1660hs, HPV16 60hs,
HPV16 TNF RNA ref. RNA ref. RNA ref. RNA ref.
TNF TNF TNF TNF
HPV18 3hs, ] HPV18 3hs, |HPV18 60hs,\_ 'I HPV18 60hs,
HPV18 TNF RNA ref. RNA ref. RNA ref. RNA ref.

Figura 2 — Amostras de RNA utilizadas nos experimentos de microarray e normalizadas
através de um unico RNA referéncia. Cada retangulo corresponde & uma das amostras de
RNA extraido das células NHFK (queratindcitos normais - azul), HF698 (queratinécitos
HPV16 - verde) e HF18Nco (queratinocitos HPV18 - vermelho), tratadas ou ndo com TNF,
por 3 ou 60 horas. Os numeros 1 ou 2 identificam o experimento. As 24 amostras foram
hibridizadas com o RNA referéncia (NHFK 3hs;).
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4.11.4 Captacao das imagens

Os sinais de intensidade de fluorescéncia de cada spot, foram
captados através de um scanner a laser confocal (ScanArray Express,
PerkinElmer Life Sciences, MD, USA, laser power 100%, PMT50). Cada
lamina gerou uma tabela de dados para cada canal correspondente aos
corantes Cy3 e Cyb. Para efeito de visualizagao, os sinais de intensidade
sdo convertidos em uma escala de cor representados por verde para o canal
1 e vermelho para o canal 2. A sobreposicao destas imagens gera sinais

amarelos que representam intensidades semelhantes nos dois canais.

4.11.5 Quantificacao das imagens

A quantificacao dos sinais permite, a obtengao de valores numéricos
que sao utilizados para estimar a quantidade de RNAm de cada amostra
analisada. Devido a diferenca na eficiéncia de incorporagao dos corantes
Cy3 e Cy5 na reacao de marcagao, foram realizadas duas hibridizacoes
independentes para cada amostra de RNA. Na primeira, a amostra foi
marcada com Cy3 e o RNA referéncia com Cy5 e na segunda ocorreu a
inversao dos corantes, totalizando desta forma, 48 laminas.

Os dados de cada spot de microarray contem dois componentes
numéricos conhecidos como sinal e background. O sinal corresponde aos
valores de intensidade associados aos dados reais da hibridizacao, ou seja,
sao numeros que provem da informacao quantitativa do cDNA hibridizado.
Por sua vez, o background corresponde aos valores de intensidade

associados a eventos bioquimicos espurios, como por exemplo, artefatos ou



reflexdo de luz no comprimento de onda utilizado. Vale a pena ressaltar, que
os cDNAs fixados nas laminas sdo descritos como sondas, uma vez que
suas sequéncias sdo conhecidas, ao passo que o cDNA marcado €
denominado cDNA alvo (SOUTHERN et al. 1999). A distingdo entre sinal
background & um passo essencial para um bom experimento de microarray.
Neste estudo, os valores de background sdo calculados individualmente
para cada spot., através da mascara que define cada spof (valor do sinal de
cada spot subtraindo-se seu valor de background correspondente). A seguir,
todos os genes utilizados como controle foram removidos das listas,
restando um conjunto de 4600 genes a serem analisados. Em seguida, foi
calculada a razdo entre a amostra de interesse e a amostra referéncia (para
cada um dos genes de todas as laminas, utilizando-se os dois corantes) e
entdo realizada a transformacgao destes valores aplicando-se o logaritmo na

base dois (log2), para facilitar a analise da razdo dos dados.

4.11.6 Normalizacao dos dados

Para a normalizagdo dos dados, utilizamos um método de regressdo
nao linear, localmente ponderado (método de LOESS), com span 0,4 e grau
2,0 (projeto Bioconductor http://www.bioconductor.org). Span e grau séo dois
parametros que controlam o ajuste local implementado pelo LOESS. Como a
regressdo utilizada & local, o tamanho de cada trecho da curva leva em
consideragdo apenas os pontos préximos (span <1). O grau simplesmente

determina qual € o grau do polindmio a ser utilizado na regressao local.
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A normalizacao visa igualar a intensidade relativa dos dois fluoroforos,
uma vez que a eficiéncia de incorporagao do corante Cy3 € maior do que o
Cy5. Este tipo de analise possibilita avaliar a influéncia da intensidade de
sinal nas razbes de expressao de cada gene. Além disso, para determinar a
reprodutibilidade das réplicas, foi calculado o Indice de Correlacdo de
Pearson que possibilita averiguar se existe correlacao linear entre os dados

provenientes de duas laminas (MAIN e SWAP).

4.11.7 Analise dos Dados

A abordagem matematica e estatistica para as analises dos dados
gerados por microarray tem sido amplamente discutida na literatura e
utilizada com sucesso pelo nosso grupo (GOMES et al. 2003; MEIRELES et
al. 2003; STOLF et al. 2003; MEIRELES et al. 2004). Diversos cuidados
devem ser considerados na elaboragdo, analise e interpretacao dos
resultados de experimentos de microarray. Dentre eles, a escolha do método
para normalizagao da fluorescéncia dos dois canais, o numero de
experimentos e a forma de expressar os resultados (QUACKENBUSH 2001).
Neste estudo, os dados foram analisados através do teste estatistico
ANOVA, baseado no calculo da variancia das médias para cada gene (vale a
pena ressaltar que cada valor corresponde a média de 4 valores de
intensidade, 2 gerados por experimentos independentes e 2 pela inversao
dos corantes). Além disso, as médias de expressao de cada gene foram
comparadas entre duas amostras (Teste t), gerando listas com os genes

mais diferencialmente expressos.
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5 RESULTADOS

51 ANALISE DO EFEITO DO TNF E HPV NOS NIVEIS DE

EXPRESSAO DE IKKa, IxBa, IkBB e SUMO

No presente estudo foram analisados os niveis de expressdo de
alguns fatores envolvidos na via de ativagcdo de NF-xB. Utilizando-se
extratos protéicos totais obtidos a partir das linhagens celulares NHFK
(queratinécitos normais), HF698 (queratinocitos imortalizadas com HPV16) e
HF18Nco (queratindcitos imortalizados com HPV18), avaliaram-se os niveis
de expressao das proteinas IKKa, IkBa, kBB e SUMO, uma proteina
envolvida na prevencao da degradacao de algumas proteinas, incluindo
IkBa. Os niveis de expressao destas proteinas também foram avaliados em
extratos derivados de culturas organotipicas (RAFT), uma vez que este
sistema de cultura €& capaz de reproduzir o programa natural de
diferenciacao dos queratinécitos e os efeitos desta diferenciagdao na
expressao dos genes virais (CHOW e BROKER 1997).

Os niveis de expressao de IKKa, kinase ativada pelo TNF e principal
promotora da ativagcao de NF-xB , nao foram alterados ap6s o tratamento de
60 horas com esta citocina, em nenhum dos tipos celulares estudados

(Figura 3 — A e B).
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Figura 3 - A) Efeitos do TNF na expressao de IKKa em amostras de culturas organotipicas
de queratinocitos normais e transduzidos com o gene E6 e/ou E7 de HPV18, apods
tratamento de 60horas com 2nM de TNF. B) Efeitos do TNF na expressao de IKKa em
culturas em monocamada. Foram utilizados queratindcitos normais (Q.) ou imortalizados
(Q.1.) com HPV16 ou 18, tratados conforme descrito acima. Os niveis de expressdo desta
proteina foram determinados por Western Blot utilizando-se extratos protéicos totais.
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Em seguida, foi avaliado o efeito do TNF nos niveis das proteinas
kBB e SUMO, em amostras derivadas de culturas organotipicas (Figura 4).
Nao foram observadas diferencas nos niveis de expressao de kBB nas
amostras estudadas. Vale a pena ressaltar a deteccao de uma banda logo
acima de IxBB, presente apenas nas células transduzidas com os
oncogenes E6 e/ou E7. Esta banda poderia corresponder a proteina IkBf
fosforilada. Este dado necessita de diferentes condigbes experimentais,
como por exemplo, amostras tratadas com TNF por um periodo de tempo
menor, para uma melhor avaliagao. Nao foi observada a presenga de
nenhuma banda correspondente a IkBB sumonilado, apenas o
reconhecimento da proteina SUMO em sua forma livre (aproximadamente
11,5 KDa).

Finalmente, foram avaliados os niveis de expressao de |kBa apods
tratamento de 60 horas com TNF, em amostras de culturas organotipicas.
Observou-se uma leve reducado nos niveis de expressao da proteina |kBa
nas culturas organotipicas originadas de queratinécitos normais ou
transduzidos com os genes E6, E7 e E6/E7 de HPV18 (Figura 5). Além
disso, apo6s tratamento com TNF, foi detectada uma banda de
aproximadamente 20 kDa em todas as amostras, exceto na cultura
organotipica originada de queratinécitos normais. Esta observacao sugeriu
que esta banda poderia ser um produto da degradacao de IkBa. Para este
ensaio, foi utilizado um anticorpo policlonal que reconhece a porgéao

carboxiterminal da proteina IxBa.
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Figura 4 - Efeitos do TNF na expressao de kBB e SUMO-1 em amostras de culturas
organotipicas de queratinocitos normais ou transduzidos com os genes E6, E7 e E6/E7 de
HPV18, apods tratamento de 60horas com 2nM de TNF. Os niveis de expressdo destas
proteinas foram determinados por Western Blot utilizando-se extratos protéicos totais. SC —

anticorpo secundario apenas.
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Figura 5 - Efeitos do TNF na expressao de |xBa em amostras de culturas organotipicas de
queratinécitos normais, transduzidos com os genes E6, E7 e EG/E7 de HPV18, apos
tratamento de 60 horas com 2nM de TNF. Os niveis de expressdo desta proteina foram
determinados por Western Blot utilizando-se extratos protéicos totais. SC — anticorpo
secundario apenas. A seta vermelha indica uma banda desconhecida de aproximadamente
20 kDa.
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A partir destas observacoes, optamos primeiramente por realizar uma
cinética de degradacdo do fator |kBa, para determinar o tempo de
tratamento com TNF que induziria sua maior degradacao. Na Figura 6, tanto
nas células normais, como nas células imortalizadas com HPV16, HPV18 e
em Hela (linhagem derivada de um adenocarcinoma de utero, HPV 18
positiva), observou-se uma nitida diminuicdo nos niveis de expressao de
IkBa apds 15-30 minutos de tratamento com TNF. Apos este periodo, os
niveis de expressdo desta proteina voltam a ser semelhantes aos
observados no controle, conforme descrito na literatura para outros tipos
celulares (TRAENCKNER et al. 1994; KARIN e DELHASE 2000).
Interessantemente, na linhagem imortalizada com HPV18, observamos um
aumento generalizado nos niveis de expressao desta proteina, quando
comparados aos outros tipos celulares avaliados. Este efeito pode ser
ocasionado por alteragbes na via de sinalizacdo de TNF previamente
observadas nestas células (VILLA e SCHLEGEL 1991; VILLA et al. 1992,
VIEIRA et al. 1996). No entanto, neste experimento, a banda de 20 kDa nao
foi observada, fato que associou o aparecimento desta banda ao evento

resultante da exposicao prolongada ao TNF.
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Figura 6 - Efeitos do TNF na expresséo de IkBa em queratinécitos normais, queratindcitos
imortalizados com HPV 16 (HF698), queratinocitos imortalizados com HPV 18 (HF18Nco) e
em ceélulas Hela (adenocarcinoma do colo uterino, HPV 18 positivo), antes e apés
tratamento de 15, 30, 60, 120 e 180 minutos, com 2nM de TNF. Os niveis de expressao
desta proteina foram determinados por Western Blot utilizando-se extratos protéicos totais
obtidos a partir de culturas em monocamada. SC — anticorpo secundario apenas.



5.1.1 Analise da banda de 20 kDa utilizando-se um anticorpo policlonal
anti- IkBa em diversos tipos celulares

Com o objetivo de avaliar o periodo em que esta banda era
detectada, optamos por determinar os niveis de expressao de IkBa e da
banda de 20 kDa, em células normais e imortalizadas com HPV16, tratadas
com TNF por diferentes periodos de tempo (15, 60 minutos e 60 horas)
(Figura 7). Neste experimento, observou-se a presenca da banda de 20 kDa

apenas nas amostras tratadas por 60 horas com TNF.
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Figura 7 - Efeitos do TNF na expressao de |xBa em gueratindcitos normais e imortalizados
com HPV16 (HF698), antes e apos tratamento de 15, 60 e 3600 minutos (60horas), com
2nM de TNF. Os niveis de expressao desta proteina foram determinados por Western Blot
utilizando-se extratos protéicos totais obtidos a partir de culturas em monocamada. A seta
vermelha indica a banda de 20 kDa (representada pela letra X). SC — anticorpo secundario
apenas.




Em seguida, comparamos o efeito anteriormente descrito em
queratinocitos normais e nas linhagens imortalizadas com HPV16 (HF698) e
18 (HF18Nco), além de outra linhagem de queratindcitos imortalizados com
HPV18 (HF18.42). Esta ultima, foi imortalizada apenas com a LCR e os
oncogenes virais E6 e E7 de HPV18, enquanto que a linhagem HF18Nco foi
imortalizada com o genoma completo (Figura 8). Neste experimento, foi
observada uma leve diminuicao de IkBa em todas as células (vale a pena
ressaltar, que apds tratamento com 60 horas de TNF, os niveis de
expressao desta proteina diminuem ligeiramente), além da clara indugao da
banda de 20 kDa. Nas células imortalizadas com HPV, a banda em questao
é detectada em baixos niveis de expressdao, mesmo na auséncia de
tratamento com TNF, enquanto que nos queratinécitos normais o mesmo
efeito ndo é observado.

Interessantemente, na linhagem HF18Nco nao observamos a inducao
desta banda apods o tratamento com TNF. Talvez esta diferenca em relacao
as outras linhagens, possa ser ocasionada pelas alteracbes na via de
sinalizacao mediadas pelo TNF nestas células. Estudos anteriores apontam
diferencas importantes na resposta antiproliferativa mediada pelo TNF nesta
linhagem celular, quando comparada aos queratinocitos normais e a

linhagem HF698 (VIEIRA et al. 1996).
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Figura 8 - Comparacéo do efeito do TNF na expresséo de IxBa em queratinécitos normais,
imortalizados com HPV16 - genoma completo (HF698), HPV18 - genoma completo
(HF18Nco) e HPV18 - LCREBE7 (HF1842), antes e apos tratamento de 60horas com 2nM
de TNF. Os niveis de expressao desta proteina foram determinados por Western Blot
utilizando-se extratos protéicos totais obtidos a partir de culturas em monocamada. A seta
vermelha aponta a presenca da banda de 20 kDa (representada pela letra X).
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Adicionalmente, realizamos o mesmo ensaio avaliando os niveis de
expressao de IxkBa em amostras de culturas organotipicas estabelecidas a
partir de queratinocitos transfectados com o genoma completo de HPV 16 e
18 e mantidos em cultura ao longo de um numero variavel de passagens
(Figura 9). As culturas organotipicas derivados das células FK16p18 e
FK18p25 caracterizam morfologicamente uma displasia leve, as células
FK16p37 e FK1852 uma displasia moderada e as células FK16p81 e
FK18p80 uma displasia severa (STEENBERGEN et al. 1998). Apds o
tratamento de 60 horas com TNF, nota-se a reducdo dos niveis de
expressao da proteina IkBa em todas as amostras avaliadas. A inducédo da
banda de 20 kDa foi observada claramente nas células infectadas com

ambos os tipos de virus.

5.1.2 Determinagao do tempo minimo de tratamento com TNF para a
deteccao da banda de 20 kDa

Em seguida, optamos por acompanhar a detec¢do da banda X por
periodos prolongados de exposicao ao TNF em queratindcitos normais € em
células imortalizadas com HPV18 (HF18Nco) Figura 10 — A. Em
gueratinécitos normais, observa-se a diminuicao dos niveis de expressao de
IkBa nos primeiros 30 minutos de tratamento, seu aumento apos 1 hora e
sua estabilizacdo nos periodos seguintes. Este efeito € esperado, uma vez
que o fator de transcricao NF-xB é capaz de ativar a transcricao do gene de
IkBa (KARIN e DELHASE 2000). Em contrapartida, pode-se observar o

aumento gradativo dos niveis de expressao da banda de 20 kDa, a partir das
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24 horas de tratamento. Desta forma, poderia-se presumir que se trata de
um gene induzido pelo TNF apds aproximadamente 24 horas de tratamento
em queratinécitos e com pico maximo de expressao a partir de 60 horas.
Nao foi possivel um tratamento por mais de 72 horas com TNF, uma vez que
os queratinécitos confluem apds este periodo prolongado de tempo. Por
outro lado, n&o € viavel realizar o tratamento com TNF com uma densidade
inicial menor, devido as caracteristicas de densidade minima em cultura.

Nas células imortalizadas com HPV 18 (HF18Nco), foi observado o
mesmo efeito em relagdo aos niveis de expressao de IkBa (Figura 10 - B).
Contrariamente, ndo constatou-se a presenca da banda de 20 kDa. Portanto,
tornam-se necessarios experimentos utilizando outros tipos celulares
imortalizados e transformados por HPV, que possibilitem ulteriores

conclusoes.
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Figura 9 - Efeitos do TNF na expressédo de IkBa em amostras originadas de culturas
organotipicas de queratinécitos imortalizados ou transformados por HPV 16 ou 18 e que
caracterizam displasias leves, moderadas e severas. Os niveis de expressao desta proteina
foram determinados por Western Blot. A seta vermelha aponta a detecgdo de uma banda de
aproximadamente 20 kDa. Na primeira canaleta (FK16p18) ocorreu a perda da amostra durante
a aplicagdo. SC — anticorpo secundario apenas.
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Figura 10 - Efeitos do TNF na expressao de lkBa apos 30 minutos, 1, 12, 24, 38, 48, 60 e
72 horas de tratamento com 2nM de TNF. A) Avaliag&o dos niveis de expressao de IxBa em
queratindcitos normais (painel superior). O painel inferior representa o mesmo imunoblot
exposto por um periodo maior para evidenciar o aparecimento da banda de 20 kDa. B)
Avaliagcao dos niveis de expresséo de IkBa em queratinécitos imortalizados com HPV18
(18Nco). Os niveis de express&o desta proteina foram determinados por Western Blot
utilizando-se extratos protéicos totais obtidos a partir de culturas em monocamada. C+ -
controle positivo; SC — anticorpo secundario apenas. A seta vermelha aponta a banda de 20
kDa
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5.1.3 Efeito da interrupgao do tratamento com TNF na detecao da
banda de 20 kDa

Com o objetivo de avaliar o efeito da interrup¢éo do tratamento com
TNF no aparecimento da banda de 20 kDa, foi realizado um experimento em
que as células foram tratadas por 24, 48 e 60 horas com TNF. Os
tratamentos de 24 e 48 horas foram seguidos respectivamente por
incubacdes de 36 e 12 horas com meio de cultura fresco (sem TNF), até
completar 60 horas. Neste ponto, foram obtidos extratos protéicos totais.
Pode-se observar o aparecimento da banda em questao apds 24 horas de
tratamento, conforme descrito anteriormente (Figura 10 - A). Vale a pena
ressaltar, que a banda é detectada mesmo apds 36 horas de incubacao na
auséncia de TNF. Este dado mostra que nestas células e para esta banda
em particular, os efeitos do TNF se estendem além do periodo de incubagao
na presenca desta citocina. O mesmo efeito € observado quando as células
sao tratadas por 48 horas com TNF e depois cultivadas com meio fresco
sem TNF. Neste caso, a banda de 20 kDa é mais evidente (Figura 11,

colunas 4 e 5).
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Figura 11 - Avaliacdo do efeito do tratamento com TNF em relacao a deteccéo da banda
de 20 kDa. Os queratinécitos foram tratados durante 24, 48 e 60 horas com TNF. Os
tratamentos de 24 e 48 horas foram seguidos respectivamente por incubacdes de 36 e 12
horas com meio de cultura fresco (colunas 4 e 5). A banda de 20 kDa é detectada mesmo
apos 36 horas de incubacéo na auséncia de TNF. A seta vermelha aponta a presenca da
banda de 20 kDa. SC - anticorpo secundari apenas.




5.1.4 Ensaios para determinar se a banda de 20 kDa corresponde a um
produto de degradacgao de IkBa

Para averiguarmos se a banda de 20 kDa correspondia ao produto de
degradacao de IkBa, o gene que codifica a proteina IkBa humana foi
clonado e inserido em um vetor para expressao transiente e transfectado em
queratinocitos normais. Este vetor, pcDNA3.1//5His(B), contém uma
seqiéncia localizada na regiao 3’ do sitio de clonagem, que insere um
peptideo de 14 aminoacidos na regidao C terminal da proteina recombinante.
Este peptideo pode ser detectado por um anticorpo especifico (V5 anti-flag).
Se a banda de 20 kDa correspondesse a um produto de degradacao de
IkBa, este experimento permitiia detectar esta proteina através da
sequiéncia flag presente na extremidade carboxiterminal. A analise através
de Western Blot utilizando o anticorpo contra IkBa, permitiu detectar a
proteina lkBa enddégena e a expressa a partir do vetor (Figura 12 - A). Esta
ultima, apenas foi detectada nas células que receberam o vetor de
expressao contendo a sequéncia do gene IkBa. Conforme esperado, apds
tratamento com TNF, observou-se a diminuigdo nos niveis de expressao
desta proteina (Figura 12 — A, colunas 4 e 5, respectivamente). Em
seguida, avaliamos a expressao da proteina recombinante IkBaflag nas
células transfectadas, utilizando o anticorpo anti-flag (Figura 12 - B). A
expressao da proteina foi observada apenas nas células transfectadas com

o vetor IkBaflag. No entanto, nas mesmas células tratadas por 60 horas com

TNF, nao foi detectada a proteina IkBa recombinante e a proteina de 20 kDa

(Figura 12 - B, colunas 4 e 5). A coluna B1 corresponde ao controle positivo



74

(proteina p65 murina recombinante) e a Figura C € a aproximacéao de duas
tiras de filme de um mesmo gel, onde a coluna 1 foi revelada com anticorpo

anti IxkBa e a tira 2 com anti-flag



1 2 3 4 5 6 7
. \ J
Anticorpo V5 Anticorpo IkBa

Figura 12 - Avaliagdo da expressao de |IkBa A) Deteccdo da proteina IkBa endogena e
recombinante em extratos protéicos totais de células transfectadas com vetor de expressao
pcDNA3.1/VV5His(B). A1- extrato protéico controle de celulas que expressam a proteina
p65flag, A2- células transfectadas com vetor vazio, A3- células transfectadas com vetor
vazio tratadas com TNF por 60 horas, A4- células transfectadas com vetor que expressa
IkBaflag, A5- células que expressam IkBaflag, tratadas com TNF por 60 horas, AB-
anticorpo secundario (SC), A7- queratindcitos normais e A8- gueratinocitos normais tratados
com TNF por 60 horas. B) Deteccao da proteina IxBa recombinante através do anticorpo
V5. As amostras correspondem as mesmas descritas para a figura 7A. C) Deteccdo na
mesma membrana de IkBaflag com anticorpo anti-lkBa (C1) e com antiflag (C2). A seta
vermelha aponta a presenca da banda de 20 kDa.
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Desta forma, um outro experimento realizado para complementar os
dados acima apresentados, foi o ensaio de inibicdo do proteasoma. Para
este fim, utilizamos a lactacistina, um inibidor irreversivel do sistema de
proteasoma. Esta substancia age especificamente bloqueando a atividade
da sub-unidade beta da subunidade 20S do proteasoma, impedindo assim a
degradacéao das proteinas por esta via.

Os queratinécitos foram tratados inicialmente com TNF e a
lactacistina foi adicionada ao meio na 42% e 48 hora, pontos de tratamento
justificados pela detecgao da banda de 20 kDa com maior intensidade
(Figura 13). Pode-se observar que os niveis de expressdao da banda
anteriormente citada nao diminuem apos o tratamento com lactacistina, fato
qgue corrobora com os dados anteriormente descritos, ou seja, que a proteina
em questdo parece nao ser originada da degradagcao de IxBa.
Interessantemente, apds o tratamento com TNF e lactacistina, os niveis de

expressao de IkBa diminuem, efeito acompanhado do aparecimento de uma
banda de peso molecular um pouco maior que da IkBa, banda que poderia

representar a proteina IxBa fosforilada (Figura 13, colunas 3 e 4).
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Figura 13 — Efeito do tratamento com lactacistina nos niveis de expressao da banda de 20
kDa. Os queratinocitos foram tratados inicialmente com TNF por 60 horas e a lactacistina foi
adicionada ao meio na 42? e 487 hora (colunas 3 e 4). Pode-se observar que os niveis de
expressao da banda anteriormente citada n&o diminuem apos o tratamento com lactacistina.
Por outro lado, os niveis de expressao de lkBa diminuem e este efeito € acompanhado pelo
aparecimento de uma banda levemente acima desta, que provavelmente representa a
proteina IkBa fosforilada (colunas 3 e 4). SC — anticorpo secundario apenas. A seta
vermelha indica a proteina de 20 kDa.
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A Figura 14 visa corroborar com os dados anteriormente obtidos.
Amostras de RNA e extratos protéicos obtidos de culturas de queratinécitos
foram tratadas com 2nM de TNF por 60 horas, sendo que nas ultimas 10
horas foram adicionados actinomicina D (um inibidor da transcricao) ou
cicloheximida (um inibidor da traducao). Conforme esperado, os niveis do
transcrito IkBa sdo baixos em queratindcitos normais e séo induzidos apés
tratamento com TNF. Além disso, observamos que o tratamento com
actinomicina D reduz claramente os niveis deste transcrito. Por outro lado,
os niveis do transcrito IkBa aumentam na presenca de cicloheximida (Figura
14 - A). Logo, analisamos os niveis de expressao da proteina IkBa e da
proteina de 20 kDa em extratos protéicos obtidos a partir de culturas de
queratinocitos tratadas conforme descrito acima (Figura 14 - B). Neste caso,
observamos que o tratamento com TNF e/ou actinomicina D reduz os niveis
de expressao de IkBa. Por outro lado, observamos niveis de expressao

maiores da proteina IkBa na presenga de cicloheximida.
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Figura 14 - Efeito do tratamento com actinomicina D ou cicloheximida nos niveis do
transcrito e proteina IkBa. Os queratindcitos normais foram tratados com TNF e a
actinomicina D ou cicloheximida foram adicionadas na 50 hora A) A presenca do transcrito
de IkBa foi determinada por Northern Blot. Observa-se o aumento dos niveis do transcrito
na presenga de TNF, cicloheximida ou ambos (colunas 2, 4 e 6). Por outro lado, apods
tratamento com actinomicina D os niveis do transcrito sdo indetectaveis (3 e 5). B) Os niveis
de expressdo da proteina IkBa foram determinadas por Western Blot. Os niveis de
expressao desta proteina diminuem apos tratamento com TNF, actinomicina D ou ambas
(colunas 2, 3 e 5), ndo sendo afetados pelo tratamento com cicloheximida. Por outro lado,
0s niveis de expressdo da banda de 20 kDa ndo foram afetados pelo tratamento com
cicloheximida ou actinomicina D (colunas 3, 5 e 6). SC — anticorpo secundario apenas.
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5.1.5 Estratégia para purificacao e identificacao da banda de 20 kDa
Em vista destes resultados, optamos por sequiénciar a proteina de 20
kDa. Com o objetivo de purificar esta proteina para tal fim, realizamos um

ensaio de imunoprecipitacao, utilizando o anticorpo lkBa. Podemos observar

claramente a imunoprecipitacdo da proteina IxBa, contrariamente da
proteina de 20 kDa. Este efeito poderia ser explicado pelo fato de estarmos
utilizando um anticorpo policlonal. Poderiamos hipotetizar, que o sub-grupo
de anticorpos capaz de reconhecer a proteina de 20 kDa nao seja suficiente
para imunoprecipita-la. (Figura 15, colunas 1 e 2). Por ultimo, sempre na
tentativa de purificar a banda para seu sequenciamento, 200ug de extrato
protéico total de queratindcitos tratados com TNF, foram submetidos a um
gel SDS-PAGE médio a 15%. A regidao da banda em questao foi cortada da
membrana de PVDF e o material encaminhado ao Departamento de
Biofisica da Universidade Federal de Sao Paulo. No entanto, nao foram
obtidos resultados satisfatérios devido a co-migracdo de diferentes
proteinas. Optamos entao por realizar ensaios em géis bi-dimensionais que
estdo em andamento em colaboragao com a Dra. Solange Serrano do

Laboratorio de Bio-fisica do Instituto Butanta de Sao Paulo..
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Figura 15 - Imunoprecipitagcdo da proteina IkBa. Foram utilizados extratos protéicos totais

obtidos de queratindcitos normais.

Nas colunas 1 e 2, pode-se observar a clara

imunoprecipitacado da proteina lkBa, contrariamente da proteina de 20 kDa. MP — marcador
de peso, SC — anticorpo secundario, C+ controle positivo. A seta vermelha indica a banda

de aproximadamente 20 kDa.
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5.2 EFEITO DA INFECCAO POR HPV NA EXPRESSAO GENICA
GLOBAL E SUA INTERFERENCIA NA SINALIZACAO MEDIADA

POR TNF

Na segunda parte deste estudo, foram avaliados os efeitos da
infeccao por HPV na expressao génica global e o efeito do tratamento com
TNF nas células infectadas, em dois periodos de tempo. Para isso,
aplicamos a técnica de cDNA microarray com intuito de avaliar a expressao
diferencial de genes em culturas primarias de queratinocitos derivados de
prepucios de recém-nascidos (NHFK ou PHK), comparadas as linhagens de
queratindcitos normais imortalizados com o genoma completo de HPV16
(HF698) e HPV18 (HF18Nco). Além disso, as células acima descritas foram
tratadas durante um periodo de 3 e 60 horas com 2nM de TNF. Amostras de
RNA total obtidas a partir das culturas acima descritas, foram amplificadas,
marcadas e hibridizadas com as laminas 4.8. Utillizamos um desenho
experimental que permite: 1) Identificar genes diferencialmente expressos
entre células normais e células infectadas com HPV; 2) ldentificar genes
modulados pelo TNF, tanto nas células normais, como nas celulas
imortalizadas por HPV em diferentes periodos de exposicao (3 e 60 horas);
3) Avaliar o efeito da infecgao por HPV em genes responsivos ao TNF e 4)
Identificar genes diferencialmente modulados em células infectadas por dois

tipos diferentes de HPV de alto risco (Figura 16).
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Figura 16 - Desenho experimental utilizado para identificagdo de genes diferencialmente
expressos entre células normais e infectadas com dois tipos de HPV de alto risco e o efeito
do TNF durante dois periodos de exposicao (3 e 60 horas).
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Para cada tipo celular e periodo de exposicdo ao TNF, foram feitos
dois experimentos independentes. Este tipo de abordagem permite avaliar o
erro biolégico e experimental, possibilitando desta forma, uma melhor
interpretacao dos dados originados. Os resultados obtidos poderao contribuir
para o entendimento dos eventos moleculares envolvidos na infecgao por
diferentes tipos de HPV e seu efeito em resposta ao TNF. Vale a pena
ressaltar, que nestas analises foi avaliada a expressado génica diferencial
com 3 horas de tratamento com TNF, periodo este, em que ocorre a
modulagao na expressao da grande maioria dos genes induzidos por TNF.
Adicionalmente, foram avaliados os efeitos da exposicao prolongada ao TNF
(60 horas), uma vez que, nos processos inflamatérios e/ou infeccdo viral, a
exposicao a esta citocina ocorre por periodos prolongados (VILLA e
SCHLEGEL 1991; BANNO et al. 2004). Um exemplo das etapas de
validacao da extracdo de RNA, amplificagao, marcacao dos cDNAs e

hibridizacao de uma lamina, esta representado na Figura 17.
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Figura 17 - Etapas para obtencdo das laminas hibridizadas. A) Amostras de RNA
utilizadas para amplificagdo; B) Amplificacdo dos RNAs utilizados para a marcacéo
fluorescente; C) Avaliacdo da marcacao dos cDNAs utilizados na hibridizacdo das laminas;
D) Exemplo de uma lamina hibridizada com dois cDNAs marcados com os corantes Cy3
(verde) e Cy5 (vermelho).
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5.2.1 Normalizacido dos dados

Para a normalizagdo dos dados, utilizamos um método de regressao
nao linear (método de LOESS). Primeiramente, representacdes graficas tipo
scatter-plot foram geradas para cada lamina, individualmente (graficos MA-
plot). Este tipo de analise possibilita avaliar a influéncia da intensidade de
sinal sobre as razbes de expressdo de cada gene (razdo X média de
intensidade). Entretanto, quando se realizam hibridizagées em duplicata,
utilizando a inversdo de corantes, torna-se imprescindivel determinar a
reprodutibilidade do experimento. Para isso, calcula-se o indice de
Correlagao de Pearson, que permite averiguar se existe correlacado linear
entre os dados. Quanto mais proximo de 1 for este coeficiente, maior a
similaridade entre os experimentos realizados. Representacdes graficas tipo
MM-plot, foram geradas para cada amostra (razao MAIN X razao SWAP).

As Figuras 18 e 19 mostram os dados brutos € normalizados de uma
amostra representativa (HF698-TNF3hs1). A Figura 18 mostra os dados da
lamina MAIN, significando que a amostra foi marcada com Cy3 e o RNA
referéncia com Cy5. Os paineis 18-A e B, representam respectivamente, um
histograma e um grafico MA-plot dos dados nao normalizados, ao passo
que, os paineis 18-C e D, representam os mesmos dados apos sua
normalizacao. A Figura 19 mostra os dados da ld&mina SWAP em que a
mesma amostra foi marcada com o corante Cy5 e o RNA referéncia com o
corante Cy3. Os painéis 19-A e B representam os dados brutos e os painéis

19-C e D, os normalizados. A Figura 20, representa a correlagao entre as
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laminas MAIN e SWAP, com os dados ndo normalizados (Figura 20-A) e

apos a normalizacao (Figura 20-B).
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Figura 18 — Exemplo da normalizagZo dos dados obtidos para as amostras HF698- C3hs
(marcada com Cy7) e RNA referéncia (marcado com Cy5). Utilizou-se para a normalizagao
o método de regressdo ndo linear de LOESS. A) Frequéncia da razdo dos dados n&o
normalizados; B) Grafico tipo MA-plot que representa as razbes e as médias das
intensidades de sinal dos dados ndo normalizados; C) Frequéncia da razao dos dados apos
sua normalizagéo; D) Gréfico tipo MA-plot que representa as razbes e as médias das
intensidades de sinal dos dados normalizados.
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Figura 19 — Exemplo da normalizagéo dos dados obtidos para as amostras HF698- C3hs
(marcada com Cy5) e RNA referéncia (marcado com Cy3). Utilizou-se para a normalizagao
o método de regressdo nao linear de LOESS. A) Frequéncia da razdo dos dados n&o
normalizados; B) Grafico tipo MA-plot que representa as razfes e as médias das
intensidades de sinal dos dados nd3o normalizados; C) Frequéncia da razdo dos dados apds
sua normalizagdo; D) Gréfico tipo MA-plot que representa as razbes e as médias das
intensidades de sinal dos dados normalizados.
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Figura 20 - Representacdo grafica tipo MM-plot para a amostra HF698-TNF3hs (razao
lamina MAIN X raz&o lamina SWAP). A) indice de correlagéo das razées nao normalizadas
(correlagdo negativa); B) Indice de correlacdo das razées normalizadas (correlacéo
positiva). O indice de Correlacdo de Pearson acima dos gréaficos, representa a similaridade

entre os experimentos realizados.
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5.2.2 Analise por ANOVA

Primeiramente, os resultados obtidos foram analisados através do
teste estatistico ANOVA, que avalia a varidncia no perfil de expressado
génica quando existem dois grupos ou mais a serem analisados/comparados
ou através do calculo da razado destes genes quando dois grupos ou
amostras forem comparados diretamente. Neste estudo, a expressao génica
foi avaliada em funcao do: 1) tipo celular (independentemente do tempo em
cultura e/ou tratamento com TNF), 2) tempo em cultura (independentemente
do tipo celular e ftratamento com TNF) e 3) tratamento com TNF
(independentemente do tipo celular e do tempo em cultura) (Figura 21).

Os resultados obtidos estao demonstrados através de representacoes
esugematicas do tipo heatmap por agrupamento (cluster), que tém como
objetivo encontrar grupos de genes que se comportam de maneira
semelhante nas caracteristicas e condigcbes experimentais estudadas.
Agrupamentos hierarquicos a partir dos quais as amostras ou genes sao
reunidos sucessivamente com base em suas similaridades, formam uma
Unica arvore hierarquica (FREEMAN et al. 2000; ZHANG et al. 2001). Neste
tipo de representacdo, a cor vermelha representa altos niveis de expressao

génica e a cor verde baixos niveis.
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Figura 21 - Representagao esquematica das analises realizadas por ANOVA.
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A Figura 22, representa um grafico tipo heatmap em que avaliou-se o
efeito do tipo celular (3 linhagens celulares utilizadas neste estudo) na
expressao de genes e o valor de corte (p-valor) utilizado foi de —logig >10 ou
10'° . Pode—se observar no ramo principal do dendograma, o agrupamento
dos queratinocitos normais (N) e da linhagem HF698 (HPV16) versus a
linhagem HF18Nco (HPV18). Na Figura 23, comparou-se o efeito do tempo
na expressao de genes nas células analisadas e o valor de corte utilizado foi
de -logio >9,1 ou 10°" Interesssantemente, no ramo principal do
dendograma, ocorre a separacao da amostra HF18Nco (HPV18) tratada com
TNF por 60 horas, juntamente com seu controle (sem tratamento), das
demais amostras. Em seguida, observa-se um sub-ramo em que as
amostras de queratindcitos normais (N) e HF698 (HPV16) sao separadas.
Neste caso, podem ser visualizados genes cuja expressao difere apenas nas
células HF18Nco-60horas (tratadas e controle), quando comparadas as
demais. Por ultimo foi avaliado o efeito do tratamento com TNF na
expressdao de genes. Na Figura 24 observamos no ramo principal a
separagao dos queratinécitos normais tratados por 3 e 60 horas, das demais
amostras. Contudo, o tratamento com TNF ndo mostrou um efeito capaz de
superar, de forma significativa, as diferencas entre as células ou tempo em
cultura. Vale a pena ressaltar que, neste caso, o valor de corte utilizado foi

pouco significativo (—logo >2,9 ou 10%9).
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Figura 22 - Agrupamento hierarquico supervisionado baseado nos genes que melhor
diferenciam as amostras em funcao do tipo celular. Os genes foram identificados através
do método ANOVA e as amostras agrupadas com base na distancia de correlagdo e linkage
completo. Uma vez construido o agrupamento das amostras, os genes foram agrupados
hierarquicamente com base na sua distancia de correlagio. A cor vermelha denota alta

intensidade de expressdo génica, a cor verde baixa intensidade e a cor preta intensidade
nao diferencial.
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Figura 23 - Agrupamento hierarquico supervisionado baseado nos genes que melhor
diferenciam as amostras em funcao do tempo em cultura e/ou tratamento com TNF. Os
genes foram identificados através do método ANOVA e as amostras agrupadas com base
na distancia de correlagao e linkage completo. Uma vez construido o agrupamento das
amostras, os genes foram agrupados hierarquicamente com base na sua distancia de
correlacéo. A cor vermelha denota alta intensidade de expressao génica, a cor verde baixa
intensidade e a cor preta intensidade nao diferencial.
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Figura 24 - Agrupamento hierarquico supervisionado baseado nos genes que melhor
diferenciam as amostras em fungéo do efeito do tratamento com TNF nos diferentes tipos
celulares. Os genes foram identificados através do meétodo ANOVA e as amostras
agrupadas com base na distancia de correlagéo e linkage completo. Uma vez construido o
agrupamento das amostras, os genes foram agrupados hierarquicamente com base na sua
distancia de correlagéo. A cor vermelha denota alta intensidade de express&o génica, a cor
verde baixa intensidade e a cor preta intensidade nao diferencial.
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5.2.3 Genes Diferencialmente Expressos entre as Amostras Quando
Comparadas Duas a Duas

Numa segunda estratégia, nao foi utilizado o método estatistico
ANOVA e optamos por identificar os genes diferencialmente expressos
através da comparacao entre as duas amostras sensiveis ao efeito anti-
proliferativo mediado pelo TNF (PHK e HPV16) e as amostras resistentes
(HPV18) (VILLA e SCHLEGEL 1991; VILLA et al. 1992).

Foram selecionados os 30 genes com menor p-valor quando
comparadas as amostras PHK+HPV16 versus HPV18 (controles e amostras
tratadas). Desta forma, foram realizados agrupamentos supervisionados e os
niveis de expressao dos genes foram representados por Figuras tipo
heatmap. Para isso, foi utilizada a unido dos genes com p-valores mais
significativos, ou seja, todos os genes que constaram em pelo menos uma
das duas comparagdes. Estas analises foram realizadas para os dois
periodos de tratamento com TNF: 3 horas (Figura 25) e 60 horas (Figura
26). Nas duas figuras, conseguimos individualizar grupos de genes que
claramente diferenciam os queratindcitos imortalizados com HPV18 dos
outros tipos celulares. As Tabelas 1 e 2, listam os genes e suas funcgoes

apresentados nas Figuras 25 e 26, respectivamente.



Tempo: 3 HORAS !

Unido 30 genes - PHK+16 vs 18 (Ctr e Trat 3hs) 98
N+16‘: N + 16 versus 18 > 18

> (N

A

16

TNF TNF

_ [« INE |4+

I

2

|

18_C8H

698_C3H
698_TNF3H
PHK_TNF3H
PHK_C3H
18_TNF3H

Figura 25 - Agrupamento hierarquico supervisionado baseado em 30 genes que melhor
diferenciam as amostras PHK (N) e HF698 (HPV16) das H18Nco (HPV18), apds tratamento
de 3 horas com TNF. Os genes foram identificados através da comparacao entre os dois
grupos. Uma vez construido o agrupamento das amostras, os genes foram agrupados
hierarquicamente com base na sua distancia de correlacdo. A cor vermelha denota alta

intensidade de expressdo génica, a cor verde baixa intensidade e a cor preta intensidade
nao diferencial.
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B0C
oot
APGIZL



99

Tabela 1 - Lista de genes que diferenciam os queratindcitos normais e imortalizados com

HPV16 dos queratinocitos imortalizados com HPV18. a

pos tratamento com TNF por 3

horas.
Simbolo do gene Nome do gene Fungéo®
JPH3 junctophilin 3 component of junctional
complexes
STAF65(gamma) SPTF-associated factor 65 Regulation of transcription, DNA-
gamma dependent
FLJ20105 hypothetical protein
LOC54821
S100P S100 calcium binding cell cycle progression and
protein P differentiation
PI3 protease inhibitor 3, skin- elastase-specific inhibitor
derived (SKALP)
LCN2 lipocalin 2 (oncogene 24p3)  transport, binding, transporter
activity
MYOS5B acetyl-Coenzyme A catalyzation of the last step of
acyltransferase 2 the mitochondrial fatty acid beta-
oxidation spiral
LOC151242 protein phosphatase 1,
regulatory (inhibitor)
PROS1 protein S (alpha) cell adhesion, endopeptidase
inhibitor activity
FAM31C family with sequence
Similarity 31, member C
CCNA2 cyclin A2 binding and activation of CDC2
or CDK2 kinases
CPSF3 cleavage and mRNA processing
polyadenylation specific
factor 3
SDCBP syndecan binding protein intracellular signaling cascade,
(syntenin) protein-membrane targeting,
substrate-bound cell migration,
cell extension
APPBP1 amyloid beta precursor apoptosis, cell cycle, signal

protein binding protein 1

transduction, ubiquitin cycle
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CDCA2

BCLAF1

KLK7

MGC35048

CYP1B1

YME1LA1

GALNAC4S-6ST

RRAGA

VMP1

Lrp2bp

MBD2

ABCE1

H105E3

cell division cycle associated
2

BCL2-associated
transcription factor 1

encoding kallikrein 7
(chymotryptic, stratum
corneum)

hypothetical protein
MGC35048

cytochrome P450, family 1,
subfamily B, polypeptide 1

YME1-like 1 (S. cerevisiae)

B cell RAG associated
protein

Ras-related GTP binding A

likely ortholog of rat vacuole
membrane protein 1

low density lipoprotein
receptor-related protein
binding protein

methyl-CpG binding domain
protein 2

ATP-binding cassette, sub-
family E (OABP), member 1

encoding NAD(P)
dependent steroid
dehydrogenase-like

this gene's in vivo function is yet
unknown

induction of apoptosis,
transcriptional repressor activity

Epidermis development,
proteolysis and peptidolysis,
chymotrypsin activity, hydrolase
activity

monooxygenases which catalyze
many reactions involved in drug
metabolism and synthesis of
cholesterol, steroids and other
lipid

mitochondrial protein metabolism

regulation of DNA recombination,
reguiation of B-cell differentiation

cell growth and/or maintenance

receptor activity

negative regulation of
transcription

transport across extra- and intra-
cellular membranes

cholesterol biosynthesis,
oxidoreductase activity

0 Antonio Prudente

= [Kuninan
1agio
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CDK2AP1

KIAA0795

KIAA1023

ALDH3A2

MRPS6

HLCS

SLC35B3

BOC

OoDC1

APG12L

THBS1

SFRP1

PTP4A1

NMES1

ARF4L

DEK

CDK2-associated protein 1

kelch-like 18 (Drosophila)

1Q motif containing E

encoding aldehyde
dehydrogenase 3 family,
member A2

mitochondrial ribosomal
protein S6

holocarboxylase synthetase

solute carrier family 35,
member B3

brother of CDO

ornithine decarboxylase 1

APG12 autophagy 12-like
(S. cerevisiae)

thrombospondin 1
secreted frizzled-related
protein 1

protein tyrosine
phosphatase type IVA,

member 1

normal mucosa of
esophagus specific 1

ADP-ribosylation factor 4-
like

DEK oncogene

negative regulation of cell cycle

protein binding

detoxification of aldehydes
generated by alcohol metabolism
and lipid peroxidation, epidermis
development

protein synthesis within the
mitochondrion

protein modification

cell adhesion molecule-
related/down-regulated by
oncogenes

polyamine biosynthesis
apoptosis

cell-to-cell and cell-to-matrix
inferactions

anti-apoptosis

protein amino acid
dephosphorylation

protfein secretion

cell growth and/or maintenance




Tabela 1 — (continuacéo)

RUTBC3 RUN and TBC1 domain
containing 3
NPR2 encoding natriuretic peptide  cell surface receptor linked
receptor B/guanylate signal transduction
cyclase B
MAPRE1 encoding microtubule- cell proliferation

associated protein, RP/EB
family, member 1

KIF1B kinesin family member 1B pentose-phosphate shunt,
oxidative branch
ACBD5 acyl-Coenzyme A binding acyl-CoA binding

domain containing 5

a. fungdio génica de acordo com LocusLink (National Center for Biotechnology Information;
www . nehinlm nih edu) e fontes de referéncias interligadas a esse banco de dados.



Tempo: 60 HORAS
Uniéo 30 genes - PHK+16 vs 18 (Ctr e Trat 60hs)

N + 16 versus 18
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Figura 26 - Agrupamento hierarquico supervisionado baseado em 30 genes que melhor
diferenciam as amostras PHK (N) e HF698 (HPV16) das H18Nco (HPV18), apds tratamento
de 60 horas com TNF. Os genes foram identificados através da comparacao entre os dois
grupos. Uma vez construido o agrupamento das amostras, os genes foram agrupados
hierarquicamente com base na sua distancia de correlagdo. A cor vermelha denota alta
intensidade de express&o génica, a cor verde baixa intensidade e a cor preta intensidade
nao diferencial.
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Tabela 2 — Lista de genes que diferenciam os queratinécitos normais e imortalizados com
HPV16 dos queratinocitos imortalizados com HPV18, apos tratamento com TNF por 60

horas.
Simbolo do gene Nome do gene Fungdo®
MGC35048 hypothetical protein
MGC35048
BHLHB3 basic helix-loop-helix domain  cell differentiation, cell
containing, class B, 3 proliferation
LAMA4 laminin, alpha 4 regulation of cell adhesion,
regulation of cell migration,
structural molecule activity
FLOT1 flotillin 1 caveolae-associated, integral
membrane protein
LOC129642 O-acyltransferase (membrane
bound) domain containing 2
PARDGA par-6 partitioning defective 6  cell cycle, cytokinesis,
homolog alpha (C.elegans) establishment of cell polarity
VWF von Willebrand factor cell adhesion, pilatelet
activation, response to
wounding, protein binding
SERPINA3 serine (or cysteine) inflammatory response,
proteinase inhibitor regulation of lipid metabolism
NSE2 breast cancer membrane
protein 101
C200rf110 tumor protein p53 inducible p53-inducible protein
nuclear protein 2
TRIM31 tripartite motif-containing 31 protein ubiquitination, ubiquitin-
protein ligase activity
MYOSB acetyl-Coenzyme A catalyzation of the last step of
acyltransferase 2 the mitochondrial fatty acid
beta-oxidation spiral
PI3 protease inhibitor 3, skin- elastase-specific inhibitor

derived (SKALP)
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RGS16

CRABP2

RARRES1

KLK7

LXN

STAF65(gamma)

FLJ20105

S100P

NMU

SOD2

ZBTBS

CSTA

RCOR1

FBXLS

reguiator of G-protein
signalling 16

celluiar retinoic acid binding
protein 2

encoding retinoic acid
receptor responder
(tazarotene induced) 1
encoding kallikrein 7

(chymotrypiic, stratum
cormeum)

fatexin

SPTF-associated factor 65
gamma

FLJ20105 protein

S100 calcium binding protein
P

neuromedin U

superoxide dismutase 2

zine finger and BTB domain
containing 5

encoding cystatin A (stefin A)

REST corepressor 1

encoding F-box and leucine-
rich repeat protein 5

regulation of G-protein coupled
receptor protein signaling
pathway

epidermis development and
differentiation, precise function
remains unknown

negative regulation of cell
proliferation

epidermis development,
proteolysis and peptidolysis,
chymotrypsin activity, hydrolase
activity

enzyme inhibitor activity,
metalloendopeptidase inhibitor
activity

Regulation of transcription,
DNA-dependent

cell cycle progression and
differentiation

neuropeptide signaling
pathway, digestion

age-dependent response to
reactive oxygen species,
cellular defense response
(sensu Vertebrata)

regulation of transcription,
DNA-dependent

cysteine protease inhibitor
activity

DNA binding

fransport, ubiquitin cycle
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MANBAL

UBPH

MYH10

STX3A

MIR16

SEC22L3

RBM6

DKFZp686115217

E2i1G4

PARVA

MGEAS

CCND2

GOLPH2

PRDX3

NARF

CRAT

encoding mannosidase, beta
A, lysosomal-like

similar to ubiquitin binding
protein

encoding myosin, heavy
polypeptide 10, non-muscle

olfactory receptor, family 10,
subfamily Y, member 1
pseudogene

membrane interacting protein
of RGS16

SEC22 vesicle trafficking
protein-like 3 (S. cerevisiae)

RNA binding motif protein 6

encoding hypothetical protein
DKFZp686115217

likely ortholog of chicken
tsukushi

parvin, alpha
encoding meningioma
expressed antigen 5
(hyaluronidase)

cyclin D2

golgi phosphoprotein 2

peroxiredoxin 3

nuclear prelamin A
recognition factor

carnitine acetyltransferase

integral to membrane
ubiquitin binding protein
cellular morphogenesis,
cytokinesis

recognition and G protein-
mediated transduction of

odorant signals

lipid metabolism

ER to Golgi transport

RNA processing

electron transporter activity

cell adhesion, actin binding
glycoprotein catabolism,
hyalurononglucosaminidase
activity

cytokinesis, regulation of cell
cycle

modification of proteins
exported from the endoplasmic
reticulum

alkyl hydroperoxide reductase
activity, oxidoreductase activity

electron transporter activity

acyl-CoA metabolism

FUNDAGAG ANTONIO
PRUDENTE
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Tabela 2 — (continuacgao)

DAG1 dystroglycan 1 laminin receptor activity, muscle
contraction
C100rf9 chromosome 10 open reading cyclin fold protein 1, cyclin-box
frame 9 carrying protein 1
RCL1 terminal phosphate cyciase- RNA-3"-phosphate cyclase
like 1 activity
CDK10 encoding cyclin-dependent cyclin-dependent protein kinase
kinase (CDC2-like) 10 activity
TMC4 transmembrane channel-like
4
PRKCBP1 protein kinase C binding regulation of transcription,
protein 1 DNA-dependent
PIK3R3 phosphoinositide-3-kinase, intracelluiar signaling cascade
regulatory subunit,

polypeptide 3 (p55, gamma)

PLOD2 procollagen-lysine protein metabolism
LSM3 LSM3 homolog, U6 small pre-mRNA splicing factor
nuclear RNA associated (S. activity

cerevisiae)

4. fungdo génica de acordo com LocusLink (National Center for Biotechnology Information;
www.nebinlmnihiedu) e fontes de referéncias interligadas a esse banco de dados.
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Finalmente, foram avaliados os efeitos da infecgdo por HPV e do
TNF nas células analisadas, em dois periodos de tempo, na expressdo
génica global. Para isso, foram avaliadas 24 comparagdes entre as amostras
(Tabela 3). Estas comparagdes contém os genes mais diferencialmente
expressos, com p-valores < 0,0001, exceto para a 16® comparagédo (H18_3 /
H18_T3), cujo p-valor foi < 0,01, onde sabidamente o TNF tem um efeito
discreto. Estes genes foram ordenados por ordem crescente dos p-valores
(Anexo 1).

Com o intuito de direcionar a procura de genes, a etapa seguinte
consistiu em avaliar os genes mais diferencialmente expressos nos médulos
de apoptose, ciclo celular e citocinas, para cada uma das comparagdes.
Neste caso, foram considerados apenas os genes com p-valor nominal <
0,005 e com razdo de expressdo entre as comparagdes < 0,5 ou > 20
(Tabela 4). A partir da Tabela 4, foram elaborados diversos Diagramas de
Venn, visando identificar os genes comuns modulados entre as
comparagdes para os genes envolvidos em apoptose, ciclo celular e
citocinas (Figuras 27, 28, 29, 30, 31, 32 e 33). A Tabela 5 representa os
genes contidos nos diagramas de Venn e inclui um resumo de suas fungdes.
Os dados matematicos e estatisticos desta tese foram gerados em
colaboragdo com o Instituto de Matematica e Estatistica da Universidade de
S&o Paulo (IME-USP), coordenado pelo Prof. Eduardo Jorddo Neves
(Mathematical Analysis of Interacting Gene Expression System -

htpp:/Mww.maiges.org).
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Tabela 3 - Comparagdes das amostras utilizadas neste estudo e seus objetivos. PHK_3
(queratindcitos normais, 3hs em cultura, sem TNF), PHK_60 (queratindcitos normais, 60hs
em cultura, sem TNF), PHK_T3 (queratindcitos normais, 3hs em cultura, COM TNF),
PHK_T60 (queratindcitos normais, 60hs em cultura, COM TNF), H16_3 (HF698, 3hs em
cultura, sem TNF), H16_60 (HF698, 60hs em cultura, sem TNF), H16_73 (HF698, 3hs em
cultura, COM TNF), H16_760 (HF698, 60hs em cultura, COM TNF), H18_3 (HF18Nco, 3hs
em cultura, sem TNF), H18_60 (HF18Nco, 60hs em cultura, sem TNF), H18_T13 (HF18Nco,
3hs em cultura, COM TNF), H18_T60 (HF18Nco, 60hs em culture, CO M TNF).

1) PHK_3/H16_3 2) PHK_3/ H18_3 3) H16_3/ H18_3

OBJETIVO: Genes que variam entre os 3 tipos de células, apés 3hs da troca do meio de cultura

4) PHK_60 / H16_60 5) PHK_60 / H18_60 5) H16_60/ H18_60

OBJETIVO: Genes que variam entre os 3 tipos de células, apés 60hs da troca do meio de cultura

7) PHK_3 / PHK_60 8) H16_3/H16_60 9) H18_3/ H18_60

OBJETIVO: Genes que variam entre os 3 tipos de células, comparando 3 e 60hs apos troca do meio

10) PHK_3 / PHKT3 11) PHK_60 / PHKT60 12) PHKT3 / PHKT60

OBJETIVO: Genes que variam nas células PHK apos 3hs e 60hs de tratamento com TNF

13) H16_3 / H1673 14) H16_60 / H16760 15) H1673 / H16760

OBJETIVO: Genes que variam nas células H16 apds 3hs e 60hs de tratamento com TNF

16) H18-3/ H18T73 17)H18_60 / H18760 18) H1873 / H18760

OBJETIVO: Genes que variam nas células H18 apds 3hs e 60hs de tratamento com TNF

19) PHKT3/H1673 20) PHKT3/H1873 21) H1673 / H18T73

OBJETIVO: Genes que variam entre os 3 tipos celulares, apos 3hs de tratamento com TNF

22) PHKT60 / H16760 23) PHKT60 / H18T60 24) H16760 / H18760

OBJETIVO: Genes que variam entre os 3 tipos celulares, apés 60hs de tratamento com TNF
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Tabela 4 - Tabela de genes relacionados a apoptose (vermeiho), ciclo celular (verde) e
citocinas (z2zul), nas 24 comparagbes. Foram considerados apenas os genes com p-valor
nominal < 0,005 e com relagdo de express3o entre as comparagbes <0,5e > 2,0.

Comparagdo 1: PHK.3/H16.3

Genebank Nome do gene | Expressdo | pval_ttest |Via de Acédo
BG002017 CSF2RB 0.1231¢ apoptose
%698074 CAPNZ2 2.02441 af
AWS867730 CASP3 2.42232
BE934407 BUB3 0.2656 1.00054
AW391386 CCL20 0.28742 0.00024 citocinas
BF996555 IL6ST 0.10555 0.00063 citocinas
BG002017 CSF2RB 0.12319 0.00087 citocinas
BQ316492 MET 0.15001 0.00171 citocinas

Comparagdo 2: PHK.3/H18.3
Genebank Nome do gene | Expressao | pval_ttest |Via de Acdo
BG002017 CSF2RB 0.15779 0.00335 apoptose
BE839751 NFKBIA 0.49352 0.0045 apoptose
BF996555 IL6ST 0.11239 5e-05 citocinas
BG002017 CSF2RB 0.15779 0.00335 citocinas
AW391386 CCL20 0.3322 0.00429 citocinas

Comparagdo 3: H16.3/H18.3

Comparacgdo 4: PHK.60/ H16.60
Genebank Nome do gene | Expressao Via de Acdo
BF379013 PPP3CA 2.9036 apoptose
BQ300376 0.22053
BF924696 PRKDC 0.2306 0.00253 c. celula
BF088063 PDGFC 2.70019 0.00103 citocinas

Comparacgdo 5: PHK.60/ H18.60

Genebank Nome do gene | Expressdo | pval_ttest |Via de Acdo
BE698554 CAPN1 0.30405 0.00257 apopiose
BC016847 2.30184 c. celul
BQ300376 0.3116 0.00026

BE934407 BUB3 2.08114 0.0011

BC010958 CCND?Z 0.00387 c. celular
BE698417 IL4R 0.16855 1e-05 citocinas
§F088063 PDGFC 2.35984 0.00033 citocinas
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Comparagao 6: H16.60/ H18.60

Genebank Nome do gene | Expressdo | pval_ttest |Via de Agédo
BC010958 SCND2 3.21246 000167 | ¢ celular
Comparagdo 7: PHK.3 / PHK.60
Genebank Nome do gene | Expressdo | pval_ttest |Via de Acdo
BG002017 CSF2RB 0.09653 0.00028 apoptose
AL049703 PDCD8 0.00594
BC016847 E2F2 0.44405
BE934407 BUB3 )28
BC010958 CCND2 0.3315 0.0043 _
BG002017 CSF2RB 0.09653 0.00028 citocinas
BF996555 ILBST 0.06742 0.00087 citocinas
BQ316492 MET 0.17052 0.00339 citocinas
Comparagdo 8: H16.3/ H16.60
Comparagdo 9: H18.3 / H18.60
Genebank Nome do gene | Expressao | pval_ttest |Via de Acdo
AW371180 CCNAZ 2.07396 0.00112 c. celula
AW391386 CCL20 3.46183 0.00025 citocinas
§F154443 IL18R1 0.4905 0.00088 citocinas
BE698417 IL4R 0.2278% 0.00175 citocinas
Comparagdo 10: PHK.3/ PHK.T3
Genebank Nome do gene | Expressdo | pval_ttest |Via de Acdo
BE839751 NFKBIA 0.23785 4e-05 apoptose
BG002017 CSF2RB 0.16265 0.00032 apoptose
BF996555 IL6ST 0.1174 5e-05 citocinas
AW391386 CCL20 0.27329 0.00024 citocinas
BG002017 CSF2RB 0.16265 0.00032 citocinas
BQ316492 MET 0.23741 0.00142 citocinas
Comparagdo 11: PHK.60 / PHK.T60
Genebank Nome do gene | Expressao | pval_ttest |Via de Acdo
BE839751 NFKBIA 0.31686 2e-05 apoptose
AW385664 INHBA 0.25147 0.00282 citocinas
Comparagado 12: PHK.T3 / PHK.T60
Genebank Nome do gene | Expressa pval_ttest |Via de Acdo
AW362995 IL1B 2.57672 0.00403 apoptose
AWS582176 CDKN1B ).00574 c. celu
AW362995 IL1B 2.57672 0.00403 citocinas
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Comparagédo 13: H16.3/ H16.T3

Genebank Nome do gene | Expressao | pval_ttest |Via de Acéo

AW39138§ CCL20 0.26209 2e-05 citocinas
Comparagdo 14: H16.60/ H16.T60
Comparagao 15: H16.T3 / H16.T60

Genebank Nome do gene | Expressao | pval_ttest |Via de Acdo

AL049703 PDCD8 2.01181 0.00126 apoptose

AW371180 CCNA2 2.63568 el

AW391386 CCL20 9.62194 0 citocinas
Comparagao 16: H18.3 / H18.T3

Genebank Nome do gene | Expressao | pval_ttest |Via de Acdo

AW391386 CCL20 0.45945 0.00155 citocinas
Comparagdo 17: H18.60/ H18.T60

Genebank Nome do gene | Expressdo | pval_ttest |Via de Agdo

BE839751 NFKBIA 0.44645 0.00028 apoptose

AW385664 INHBA 0.41238 0.000864 citocinas
Comparagao 18: H18.T3 / H18.T60

Genebank Nome do gene | Expressdo | pval_ttest |Via de Acao

BF881199 TRADD 0.36582 4e-04 apoptose

BC010958 00093

AW371180 CCNAZ2 2.04553 0037 il

AW391386 CCL20 437912 0 citocinas
Comparacgdo 19: PHK. T3/ H16.T3

Genebank Nome do gene Via de Agdo

BE698074 CAPN2 apoptose

AWS867730 CASP3

AW362995 L1B

BE839751 NFKBIA

BQ300376 VICM:

BF924696 PRKL

AWS582176 >DKN1E 0.34944 .00105 elu

AW391386 CCL20 0.27564 3e-05 citocinas

AW362995 IL1B 2.8747 0.00234 citocinas
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Comparacgao 20: PHK.T3/H18.T3

Genebank Nome do gene | Expressdo | pval_ttest |Via de Acdo

AW371180 CCNAZ 0.47278 0.00133 - lar

AW385664 INHBA 3.12956 0.00025 citocinas
Comparagdo 21: H16.T3-H18.T3

Genebank Nome do gene | Expressao | pval_ttest |Via de Acdo

AW391386 CCL20 2.02612 0.00076 citocinas
Comparagdo 22: PHK.T60 / H16.T60

Genebank Nome do gene | Expressao | pval_ttest |Via de Acdo

BQ300376 MCM2 0.40003 0.0026 celular

AW385664 INHBA 6.27587 0.00034 citocinas
Comparagdo 23: PHK.T60/ H18.T60

Genebank Nome do gene | Expressao | pval_ttest |Via de Acdo

BE698554 0.17186 0.00013 apoptose

BG002017 3. 0.00108

BF924696 0 5

BQ300376

BC010958 6

AWB899459 2.87973 00263 .. celula

AW385664 INHBA 5.01503 0 citocinas

%698417 IL4R 0.31966 9e-05 citocinas

BG002017 CSF2RB 3.06803 0.00109 citocinas

BF088063 PDGFC 2.17297 0.00585 citocinas
Comparagao 24: H16.T60 / H18.T60

Genebank Nome do gene Expressdo | pval_ttest |Via de Agdo

BG002017 CSF2RB 5.53142 0.00032 apoptose

BF996555 IL6ST 5.54747 2e-04 citocinas

BG002017 CSF2RB 5.53142 0.00032 citocinas
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1) PHK.3 / H16.3 2) PHK.3 / H18.3

CSF2RB (+16)

[4+=T74)

CCL20 (+16)
(+18)
IL6ST (+16)
(+18)

N

3) H16.3 / H18.3

Figura 27 - Diagrama de Venn que representa os genes diferencialmente expressos
associados a apoptose (vermelho), ciclo celular (vercde) e citocinas (2zul). Foram
consideradas as comparacgdes 1, 2 e 3 (preto), cujos genes obtiveram p-valor < 0,005 e
relagéo de expressdo < 0,5 ou > 2,0. (+N). expressdo maior nas células normais, (+16):
expressao maior nas células imortalizadas com HPV16, (+18). expressdo maior nas células
imortalizadas com HPV18.
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10) PHK.3 / PHK.T3

IHS:’:E -::1 ( ' ,\. —

St

O

IL6ST (+N T3) CCL20
(+N T3)
MET 1R (+16 T3)
(+18 T3)

16) H18.3/ H18.T3

Figura 28 - Diagrama de Venn que representa os genes diferencialmente expressos
associados a apoptose (vermelho), ciclo celular (verde) e citocinas (2zul). Foram
consideradas as comparagdes 10, 13 e 16 (preto), cujos genes obtiveram p-valor < 0,005 e
relacdo de expressZo < 0,5 ou > 2,0. (+N): expressdo maior nas células normais, (+N T3):
expressdo maior nas células normais tratadas 3 hs com TNF, (+16). expressdo maior nas
células imortalizadas com HPV16, (+16 T3): expressao maior nas células imortalizadas com
HPV16 tratadas 3 hs com TNF, (+18). expressdo maior nas células imortalizadas com
HPV18, (+18 T3): expressao maior nas células imortalizadas com HPV18 tratadas 3 hs com
TNF.
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19) PHK.T3/H16.T3

CAPN2 (+N T3)

20) PHK.T3/H18.T3

CASP3 (+N T3)

BID (+16 T3)

IL1B (+N T3)

21) H16.T3 / H18.T3

Figura 29 - Diagrama de Venn que representa os genes diferencialmente expressos
associados a apoptose (vermelho), ciclo celular (verde) e citocinas (azul). Foram
consideradas as comparagdes 19, 20 e 21 (preto), cujos genes obtiveram p-valor £ 0,005 e
relagdo de expressio < 0,5 ou > 2,0. (+N T3): expressdo maior nas células normais tratadas
3 hs com TNF, (+16 T3): expressdo maior nas células imortalizadas com HPV16 tratadas 3
hs com TNF, (+18 T3): expressdo maior nas células imortalizadas com HPV18 tratadas 3 hs
com TNF.
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4) PHK.60 / H16.60 5) PHK.60 / H18.60

PPP3CA (+N)

PDGFC (+N)

6) H16.60 / H18.60

Figura 30 - Diagrama de Venn que representa os genes diferencialmente expressos
associados a apoptose (vermelho), ciclo celular (verde) e citocinas (2zul). Foram
consideradas as comparagdes 4, 5 e 6 (preto), cujos genes obtiveram p-valor < 0,005 e
relacéo de expressi@o < 0,5 ou > 2,0. (+N): express2o maior nas células normais, (+16):
expressao maior nas células imortalizadas com HPV16, (+18): expressdo maior nas células
imortalizadas com HPV18.
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14) H16.60 / H16.T60

11) PHK.60 / PHK.T60

INHBA (+N T60)
(+18 T60)

17) H18.60 / H18.T60

Figura 31 - Diagrama de Venn que representa os genes diferencialmente expressos
associados a apoptose (vermelho), ciclo celular (verde) e citocinas (azul). Foram
consideradas as comparagdes 11, 14 e 17 (preto), cujos genes obtiveram p-valor < 0,005 e
relacdo de expressdo < 0,5 ou > 2,0. (+N T60): expressdo maior nas células normais
tratadas 60 hs com TNF, (+16 T60): expressdo maior nas células imortalizadas com HPV16
tratadas 60 hs com TNF, (+18 T60): expressido maior nas células imortalizadas com HPV18
tratadas 60 hs com TNF.
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23) PHK.T60 / H18.T60

22) PHK.T60/ H16.T60 INHBA (+N T60) CDKN2C (+N T60)

PDGFC (+N T60)
IL4R (+18 TB0O)

IL6ST (+16 T60)

24) H16.T60 / H18.T60

Figura 32 - Diagrama de Venn que representa os genes diferencialmente expressos
associados a apoptose (vermelho), ciclo celular (verde) e citocinas (azul). Foram
consideradas as comparagdes 22, 23 e 24 (preto), cujos genes obtiveram p-valor £ 0,005 e
relacdo de expressdo < 0,5 ou > 2,0. (+N T60). expressdo maior nas células normais
tratadas 60 hs com TNF, (+16 T60): expressdo maior nas células imortalizadas com HPV16
tratadas 60 hs com TNF, (+18 T60). expressdo maior nas células imortalizadas com HPV18
tratadas 60 hs com TNF.
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15) H16.T3/ H16.T60

~
P

12) PHK.T3 / PHK.T60

IL1B (+N T3)

' nl"d LR =
CUANID

CCL20 (+16 T3)
(+18 T3)

TRADD (+1

alal Vel N
\Jl ;

18) H18.T3/ H18.T60

Figura 33 - Diagrama de Venn que representa os genes diferencialmente expressos
associados a apoptose (vermelho), ciclo celular (verde) e citocinas (azul). Foram
consideradas as comparagdes 12, 15 e 18 (preto), cujos genes obtiveram p-valor < 0,005 e
relacao de expressao < 0,5 ou > 2,0. (+N T3): expressao maior nas células normais tratadas
3 hs com TNF, (+N T60): expressdo maior nas células normais tratadas 60 hs com TNF,
(+16 T3). expressdo maior nas células imortalizadas com HPV16 tratadas 3 hs com TNF,
(+16 T60): expressdo maior nas células imortalizadas com HPV16 tratadas 60 hs com TNF,
(+18 T3): expressdo maior nas células imortalizadas com HPV18 tratadas 3 hs com TNF,
(+18 T60): expressdo maior nas células imortalizadas com HPV18 tratadas 60 hs com TNF.
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Tabela 5 - Caracteristicas dos genes analisados nos diagramas de Venn.

Simbolo do gene

Nome do gene

Fungio®

BID

CAPN1

CAPN2

CASP3

CSF2ZRB

iL1B

NFKBIA

PDCD8

PPP3CA

TRADD

BUB3

BH3 interacting domain death
agonist

calpain 1, (mu/l) large subunit

encoding calpain 2, (m/l)
large subunit

caspase 3, apoptosis-related
cysteine protease

encoding colony stimulating
factor 2 receptor, beta, low-
affinity (granulocyte-
macrophage).

encoding interleukin 1, beta

nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in
B-cells inhibitor, alpha

encoding programmed cell
death 8 (apoptosis-inducing
factor)

encoding profein phosphatase
3 (formerly 2B), catalytic
subunit, alpha isoform
(calcineurin A alpha)

encoding TNFRSF1A-
associated via death domain

budding uninhibited by
benzimidazoles 3 homolog
(yeast)

Apoptotic mitochondrial changes, induction of
apoptosis via death domain receptors, regulation
of apoptosis, death receptor binding

Positive regulation of cell proliferation,
proteolysis and peptidolysis, calcium ion binding

Proteolysis and peptidolysis, calcium ion
binding, calpain activity, hydrolase activity

Induction of apoptosis, proteolysis and
peptidolysis, caspase activity, cysteine-type
peptidase activity, hydrolase activity

Antimicrobial humoral response (sensu
Vertebrata), cytokine and chemokine mediated
signaling pathway, respiratory gaseous
exchange, signal transduction, interleukin-3
recepftor activity, interieukin-5 receptor activity

Antimicrobial humoral response (sensu
Vertebrata), apoptosis, negative regulation of
cell proliferation, inflammatory response,
regulation of cell cycle

Apoptosis, cytoplasmic sequestering of NF-
kappaB, response to pathogenic bacteria,
transcription factor binding

DNA damage response, signal transduction
resulting in induction of apoptosis, DNA
fragmentation during apoptosis, electron
transport, disulfide oxidoreductase activity,
electron carrier activity

Protein amino acid dephosphorylation, calcium
ion binding, calmodulin binding, hydrolase
activity, protein serine/threonine phosphatase
activity

Induction of apoptosis, positive regulation of I-
kappaB kinase/NF-kappaB cascade, signal
transduction, protein binding, signal transducer
activity

Cell proliferation, mitosis, mitotic spindle
checkpoint Different localisations may apply to
different isoforms
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CCNA2

CCND2

CDKN1B

CDKN2C

E2F3

MCM2

PRKDC

cCL20

IL4AR

IL6ST

cyelin A2

cyclin D2

encoding cyclin-dependent
kinase inhibitor 1B (p27, Kip1)

encoding cyclin-dependent
kinase inhibitor 2C (p18,
inhibits CDK4)

encoding E2F transcription
factor 3

encoding MCM2
minichromosome maintenance
deficient 2

encoding protein kinase, DNA-
activated, catalytic polypeptide

encoding chemokine (C-C
motif) ligand 20

interleukin 4 receptor

encoding interleukin 6 signal
transducer (gp130, oncostatin
M receptor)

Cytokinesis, mitosis, mitotic G2 checkpoint,
regulation of cyclin dependent protein kinase
activity, regulation of cell cycle

Cytokinesis, regulation of cell cycle

Cell cycle arrest, negative regulation of cell
proliferation, regulation of cyclin dependent
protein kinase activity, cyclin-dependent protein
kinase inhibitor activity, transforming growth
factor beta receptor, cytoplasmic mediator
activity

Cell cycle arrest, negative regulation of ceill
proliferation, cyclin-dependent protein kinase
inhibitor activity

Regulation of cell cycle, regulation of
transcription, DNA-dependent, transcription
initiation from Pol Il promoter, protein binding,
transcription factor activity

DNA replication initiation, cell cycle, regulation of
transcription, DNA-dependent, ATP binding,
DNA binding, DNA-dependent ATPase activity
associated with laryngeal squamous epithelial
lesions

DNA recombination, double-strand break repair,
protein modification, DNA binding, protein
serine/threonine kinase activity, transferase
activity, phosphotransferase activity, alcohol
group as acceptor

Antimicrobial humoral response (sensu
Vertebrata), cell-cell signaling, chemotaxis,
immune response, inflammatory response,
signal transduction

Immune response, signal transduction,
hematopoietin/interferon-class (D200-domain)
cytokine receptor activity, interleukin-4 receptor
activity, receptor signaling protein activity

Cell surface receptor linked signal transduction,
immune response, interleukin-6 receptor activity,
oncostatin-M receptor activity
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INHBA encoding inhibin, beta A
(activin A, activin AB alpha
polypeptide)

MET met proto-oncogene
(hepatocyte growth factor
receptor)

PDGFC encoding platelet derived
growth factor C

Cell cycle arrest, cell differentiation, cell growth
and/or maintenance, growth factor activity

Cell proliferation, cell surface receptor linked
signal transduction, protein amino acid
phosphorylation, transferase activity, protein
kinase activity

Cell growth and/or maintenance, cell
proliferation, regulation of cell cycle, growth
factor activity

fungfio génica de acordo com LocusLink (National Center for Biotechnology Information; www ncbinlm nih.edu) e fontes de

feréncias interligadas a esse banco de dados.
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6 DISCUSSAO

O fator de necrose tumoral € um dos principais mediadores dos
processos inflamatérios e imunes da epiderme humana. Em condigdes
normais, a producao do TNF neste tipo de epitélio € muito baixa, ao passo
que, apos injuria celular, infeccbes ou irradiacdo, os queratinécitos,
principais células da epiderme, liberam quantidades significativas de TNF.
Apos a ligagao do TNF aos seus receptores, ocorrem uma série de eventos
intracelulares que culminam na ativagao de fatores de transcri¢cado, incluindo
NF-kB, AP-1, CCAAT enhancer-binding protein 3, entre outros. A inducao
destes fatores esta associada a diversos processos bioldgicos, dentre os
quais, proliferacao e morte celular, resposta imune/inflamatéria e
oncogénese. A amplitude destes efeitos na epiderme ainda é desconhecida
(KOMINE et al. 2000; GRONE 2002). Uma série de proteinas reguladas por
NF-xB, participam na ativacao da resposta imune e inflamatdria. Entre estas
proteinas podemos destacar uma série de citocinas e quimiocinas,
receptores necessarios para adesao e migracao de neutréfilos, receptores
de MHC-I e proteinas envolvidas na apresentacao de antigenos. Por esta
razao, NF-xB foi inicialmente caracterizado como o regulador central da
resposta imune inata e adquirida. Além disso, a ativacdo deste fator esta
diretamente associada a parada do ciclo celular e apoptose (atraves da
ativacao de caspases, p53, p21, por exemplo), em diversos tipos celulares

(PAHL 1999).



O fator de transcricdo NF-kB encontra-se normalmente seqliestrado
no citoplasma das células nao estimuladas e necessita de sua translocacao
nuclear para que ocorra sua ativagdao. A localizagdo celular de NF-xB é
controlada por uma familia de proteinas inibitérias denominada IxB, cuja
principal fungcdo é sua ligacdo com NF-xB, prevenindo sua ativacdo. A
exposicao das células ao TNF implica na rapida fosforilacédo, ubiquitinacao e
degradacao de IkB, atraves do sistema de protedlise dependente de
ubiquitina. A subunidade multipla IkB-quinase (IKK) € a principal responsavel
pela fosforilacado kB, o principal ponto de convergéncia para a maioria dos
estimulos que desencadeiam a ativagao de NF-xB (KARIN e BEN-NERIAH
2000).

Diversos trabalhos indicam que NF-xB é uma das principais
proteinas ativadas pelo TNF nos queratindcitos da epiderme e que sua
principal fungao esta associada a regulacao negativa da proliferagcao destas
células, sendo um fator importante para a diferenciagdo celular e
manutencao da homeostase tecidual (SEITZ et al. 1998; CHATURVEDI et al.
1999: van HOGERLINDEN et al. 1999; KOMINE et al. 2000; SEITZ et al.
2000; HU et al. 2001). Nos epitélios estratificados, NF-xB localiza-se no
citoplasma das células proliferativas da camada basal, enquanto que nas
células nao proliferativas das camadas superiores, este fator € encontrado
dentro do nucleo. Além disso, o bloqueio da atividade de NF-xB na epiderme
produz hiperplasia enquanto a sua superexpressao resulta em hipoplasia
(SEITZ et al. 1998). Por outro lado, a ativacao constitutiva de NF-xB tem

sido discutida exaustivamente na literatura em diversos tipos de neoplasias,
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como por exemplo, leucemias, linfomas, tumores de mama, pancreas,
figado, estbmago e cabeca e pescogco (SOVAK et al. 1997; WANG et al.
1999; SASAKI et al. 2001; CHANG et al. 2005).

Além disso, a interferéncia de diversos virus humanos na ativagao de
NF-xB tem sido e continua sendo descrita até o momento. Dentre os
principais exemplos podemos citar: HIV-1, HTLV-1, virus influenza, hepatite
B e C, herpesvirus, virus Epstein-Barr, citomegalovirus, adenovirus e HPV,
como sera discutido adiante. A grande maioria destes tém como alvo
principal a ativagao do complexo quinase IKK (SANTORO et al. 2003). Em
vista disso, a principal duvida converge em: quem se beneficia mais com a
ativacao de NF-xB, a célula infectada ou o virus?

Células infectadas geralmente utilizam a ativacao do fator NF-xB para
desencadear mecanismos de defesa contra diversos patdgenos, mas em
alguns casos, torna-se evidente o beneficio que alguns virus obtém com a
ativacao deste fator, principalmente bloqueando o processo de apoptose.
Estudos mais recentes, enfatizam o papel de NF-xB na proliferacdo e
sobrevida celular através de mecanismos anti-apoptoticos. De fato, este fator
de transcricdo ativa a expressao de, por exemplo, diversas proteinas que
regulam positivamente o ciclo celular, como a ciclina D1 e c-myc, além de
promover a ativacdo de membros da familia Bcl2 e de inibidores da
apoptose (c-IAP1, c-IAP2 e IXAP), TRAF1 e TRAF2 (KARIN e DELHASE
2000). Desta forma, a desregulacao na via de ativacao de NF-xB promoveria
nao apenas uma proliferacao celular descontrolada, mas também a provavel

transformacao celular. Além disso, estes efeitos confeririam aos virus um
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ganho de tempo para sua replicacao e o aumento no numero de particulas
virais (UHLIK et al. 1998; LI et al. 1999; XIAO et al. 2000).

Evidentemente, nem todos os genes responsivos ao NF-kB sao
expressos apos sua ativagao. Diversos fatores que compdem o complexo de
transcricao sao necessarios para uma inducao de transcricao efetiva. Estes
fatores sao seletivamente expressos em cada tipo celular e conferem
especificidade a atividade transcricional do fator NF-xB. Desta forma, tipos
celulares diferentes respondem de forma distinta a ativacao deste fator ou
um mesmo tipo celular, dependendo do estado em que as células se
encontram, pode responder de forma diferente ao mesmo estimulo.

A regulacao da ativacao de NF-xkB € um ponto intrigante e ainda nao
totalmente elucidado. Até o momento, uma série de estudos e revisbes vém
sendo publicadas, descrevendo diversas facetas deste fator. Fortes
evidéncias associam a regulacao da atividade de NF-xB nao apenas a
degradacao de seu inibidor IkBa, mas também a modificagdes pés e co-
traducionais que ocorrem na molécula apdés sua ativagao, como por
exemplo, eventos de fosforilagdo e acetilagdo (BALDWIN 2001; BEN-
NERIAH 2002; GHOSH e KARIN 2002). A relacao entre a ativacao de NF-xB
e seu beneficio, depende estritamente do tipo de célula hospedeira e do
virus. No caso de virus que desenvolveram estratégias para utilizar este
fator de transcricao para optimizar sua replicacdo ou controlar a proliferacao
e diferenciacao das células hospedeiras, a elucidagao dos mecanismos

moleculares utilizados por estes patégenos para interferir na via de ativacao



de NF-xB, tornaria possivel o desenvolvimento de estratégias preventivas e
terapéuticas contra determinadas infecgdes virais.

Uma vez que a infeccdo pelo HPV é necessaria, mas nao suficiente
para a transformacao de células cervicais normais em células cancerigenas
(PIRISI et al. 1988; STOREY et al. 1998), a identificacao de outros eventos
ou alteracdes moleculares nas células infectadas, tornam-se cruciais para o
entendimento da progressao tumoral neste tipo celular.

Estudos recentes mostraram que E6 de HPV16 é capaz de induzir
resisténcia ao TNF. Esta oncoproteina é capaz de se ligar ao receptor 1 de
TNF (TNFR1), além de proteger fibroblastos de camundongo, células de
osteosarcoma humano e histiocitos/monécitos humanos da apoptose
mediada por TNF (FILIPPOVA et al. 2002). Mais ainda, a proteina E7 de
HPV 16 é capaz de conferir resisténcia ao efeito antiproliferativo do TNF em
queratinocitos (BASILE et al. 2001) e de inibir a apoptose associada a esta
citocina em fibroblastos (THOMPSON et al. 2001). Diversos estudos tém
mostrado que a sintese de DNA nas camadas de queratinécitos
diferenciados é induzida pelo gene E7 de HPV 16 ou 18 (CHENG et al.
1995; JONES et al. 1997; RUESCH e LAIMINS 1997; FLORES et al. 2000).
Além disso, foi descrita a associagao da proteina E7 ao complexo quinase
IKK, diminuindo desta forma, a ativacao de NF-xkB, ao passo que a
oncoproteina E6 reduz a atividade transcricional de p65 no nucleo.
Interessantemente, observou-se que a atividade de NF-xB nao foi totalmente
abolida pela expressao de E6/E7, evento provavelmente associado a

necessidade de proliferacao celular nas células infectadas pelo virus



(SPITKOVSKY et al. 2002). Além disso, culturas organotipicas derivadas de
queratindcitos transduzidos com retrovirus que expressam E6/E7 ou E7 de
HPV 18 também apresentaram sintese de DNA nas camadas suprabasais
do tecido epitelial. Nestes casos, a sintese €& parcialmente inibida pelo
tratamento com TNF, indicando que E7 de HPV18 é suficiente para conferir
resisténcia a esta citocina, fato ndao observado em queratindcitos normais
(BOCCARDO et al. 2004).

Por outro lado, estudos indicam que a ativacdao de AP-1 e/ou NF-xB
contribuem para a progressao neoplasica em queratinécitos humanos
imortalizados por HPV (LI et al. 1998). A expressao das oncoproteinas E6 e
E7 de HPV16 em queratindcitos cervicais induzem diversos genes
responsivos ao fator NF-xkB associados a proliferagado celular, identificados
através da técnica de cDNA-microarray (NEES et al. 2001). Um aumento da
atividade de NF-kB também foi observado em papilomas laringeos
infectados com HPV 6 e 11 (VANCUROVA et al. 2002). Vale ressaltar que, a
proteina E5 de BPV-1 estimula a ativacao deste fator de transcricdo atraves
da inducao de radicais superoéxido (KILK et al. 1996). Mais ainda, o aumento
dos niveis de estresse oxidativo, resultante da ativagdo exacerbada de NF-
kB, foi observado em cénceres cervicais mais agressivos com baixo nivel
apoptético (HOCKEL et al. 1999). Um estudo mais recente, descreve a
ativacao constitutiva de NF-xB a progressao de lesdes intraepiteliais de alto
grau e a carcinomas epidermoides da cervix uterina (NAIR et al. 2003).

Nao existem indicios consistentes da ativacao direta de NF-xB pelo

HPV. Contudo, o entendimento das observacdes controversas quanto a




atividade do fator NF-xkB durante a infeccao por HPV e progressao das
lesbes cervicais intraepiteliais, torna-se crucial para a elucidacdo do
processo de eliminagcao das células infectadas por este virus.

Estudos anteriores do Laboratério de Virologia do Instituto Ludwig,
mostraram niveis nucleares diferentes do fator NF-kB quando comparados
queratinécitos normais, imortalizados ou transformados com HPV
(BOCCARDO 2002). As células normais e as imortalizadas por HPV16
(HF698), apresentaram niveis altos de NF-xB nuclear. Contrariamente, este
efeito nao foi observado em células imortalizadas com HPV18 (HF18Nco) ou
derivadas de tumor (HelLa, CaSki, Sw756 e SiHa). Estes dados indicam a
presenca de uma alteragdo na via de ativacdo do NF-xB nas linhagens
resistentes ao TNF e sugerem que alteragbes na via de sinalizacao desta
citocina poderiam ser eventos comuns no mecanismo de carcinogénese

mediada por HPV.

6.1 ANALISE DO EFEITO DO TNF E HPV NOS NIVEIS DE

EXPRESSAO DE IKKa, IxBa, IxBB e SUMO

No presente estudo foram analisadas os niveis de expressédo de
diversos fatores envolvidos na via de ativagdo de NF-kB. Utilizando-se
extratos protéicos totais obtidos a partir de diversas culturas organotipicas
(originadas de queratinécitos normais ou transduzidos com as oncoproteinas
E6, E7 e E6 e E7 de HPV18), queratinécitos normais e linhagens

imortalizadas com HPV16 ou 18, antes e ap6s o tratamento com TNF,



avaliaram-se neste estudo, os niveis de expressao das proteinas IkBa, IKKa,
kBB e SUMO-1.

Estudos observaram que a auséncia total da proteina IKKa em
camundongos, provoca a indiferenciacdo da epiderme, com constante
proliferagcao da camada basal, provocando a diminuicdo das outras camadas
mais diferenciadas. Interessantemente, parece que IKKa ndo é essencial
para o desencadeamento da resposta inflamatéria, mas que é crucial para a
diferenciacao dos queratinocitos (SEITZ et al. 1998; HU et al. 1999; KARIN e
BEN-NERIAH 2000). Nas amostras analisadas, tanto provenientes de
culturas organotipicas, como de linhagens, os niveis de expressdo desta
proteina nao variaram (Figura 3). No entanto, seria interessante determinar
a atividade quinase da proteina IKKa nas células analisadas.

Da mesma forma que IKKa, a proteina IkBp foi detectada em todas as
amostras em niveis de expressao semelhantes (Figura 4). A deteccao de
uma banda logo acima de IkBp, presente apenas nas celulas que
expressam os oncogenes E6 e/ou E7, foi detectada. Esta banda poderia
corresponder a proteina |kBp fosforilada. Diversas evidéncias indicam que
esta proteina ndo responde ao tratamento com TNF, mas seria induzida por
LPS e IL-1. Além disso, contrariamente do que ocorre com IxBa, a
transcricdo de IkBp nao é induzida pelo fator NF-xB. Dados indicam que o
fator NF-xB requer eventos de fosforilacdo antes de sua dissociagédo de
IxBB, além de persistir no nucleo por periodos mais longos. Por Uultimo,
enquanto lkBa responde imediatamente a situacdes de estresse celular, a

resposta mediada por IkBB parece estar associada a inflamacbes e



infeccbes cronicas, e até mesmo na diferenciacao celular (THOMPSON et al.
1995).

Nao foi observada nenhuma banda correspondente a IkBa
sumonilado, mas apenas 0 reconhecimento da proteina SUMO em sua
forma livre (Figura 4). Esta proteina € responsavel pela estabilizacao da
proteina IkBa associada ao fator NF-kB, através de sua ligacdo nos sitios de
ubiquitina presentes em IxBa, prevenindo, desta forma, sua degradacéao e
liberacdo de NF-xB (SEELER e DEJEAN 2003). Os niveis de expressao das

proteinas IKKa, IkBfB e SUMO-1, nado foram alterados apos o tratamento com
TNF por 60 horas em nenhum tipo celular, no entanto, para uma melhor
interpretacao destes dados, seria interessante avaliar os niveis de expresséao
destas proteinas em diversos periodos de tratamento com TNF.

Em seguida, foram avaliados os niveis protéicos de IxBa, utilizando-
se extratos protéicos totais obtidos a partir de diversas culturas organotipicas
(originadas de queratinécitos normais, transduzidos com vetores retrovirais
que expressam o0s oncogenes virais E6, E7 e E6 e E7 de HPV18), antes e
apos tratamento de 60 horas com TNF. Em todas as amostras foi observada
uma leve redugao nos niveis de expressao desta proteina. Um dado
interessante, foi a deteccao de uma banda de aproximadamente 20 kDa em
todas amostras tratadas com TNF. Além disso, niveis de expressao menores
desta proteina foram observados em amostras nao tratadas mas que
expressam 0s oncogenes virais. Por outro lado, esta proteina nao foi
observada nas amostras de queratinécitos normais nao tratados com TNF

(Figura 5).



Inicialmente, estes dados nos levaram a crer, que esta banda de 20 kDa
poderia corresponder a um produto da protedlise parcial de IkBo, acumulado
em células tratadas com TNF, uma vez que, a deteccdo desta banda
coincidia com a diminuicao dos niveis de expressao de IkBa. A degradacao
de IkBa ocorre pela via de proteolise dependente de ubiquitina. Inicialmente,
os residuos de serina 32 e 36 sao fosforilados, evento seguido da
ubiquitinacao das lisinas 21, 22, 38 e 47 desta proteina (regido N terminal da
proteina).

Os niveis de expressao da proteina IkBa foram entdo avaliados em
diversos tipos celulares, incluindo queratinécitos normais, linhagens
imortalizadas com HPV16 ou 18 (HF698 e HF18Nco), além de Hela, uma
linhagem derivada de um adenocarcinoma de colo uterino. Tanto nos
queratinécitos normais, como nas células imortalizadas com HPV16 ou 18 e
Hela, observa-se uma nitida diminuicdo dos niveis de expressao de IkBa
apos 15-30 minutos de tratamento com TNF. Apos este periodo, os niveis de
expressdo desta proteina voltam a ser semelhantes aos observados no
controle, conforme descrito anteriormente (TRAENCKNER et al. 1994;
KARIN et al. 2004). Interessantemente, na linhagem imortalizada com HPV
18, observamos um aumento geral nos niveis de expressao desta proteina,
comparados aos outros em tipos celulares. Este efeito pode estar associado
a alteracdes na via de sinalizagao de TNF previamente observadas nestas
células. Além disso, poderiamos especular a ativagdo/atividade anémala de
fator NF-xB, que estaria induzindo uma maior transcricdo de IxBa nestas

células (Figura 6). Com o objetivo de avaliar o periodo em que esta banda



era detectada, optamos por analisar 0s niveis de expressao de |kBa e da
banda de 20 kDa, em células normais e em HF698, apos tratamento com
TNF por diferentes periodos: 15, 60 minutos e 60 horas, em um mesmo
experimento. Observou-se a presenca da banda de 20 kDa apenas nas
amostras tratadas com 60 horas de TNF (Figura 7). Este dado nos indicou
que possivelmente esta banda de 20 kDa era induzida apenas ap6s um
periodo de tratamento mais longo com TNF.

A fim de avaliar se a proteina de 20 kDa era detectada em outros
tipos celulares, foi realizado um ensaio de Western Blot utilizando extratos
protéicos derivados das linhagens HF698, HF18Nco e HF18.42 (Figura 8) e
em amostras provenientes de culturas organotipicas de queratindcitos
transfectados com o genoma completo de HPV16 ou 18 e que caracterizam
morfologicamente displasias leves, moderadas e severas (Figura 9). Foi
observada a diminuicao de IkBa em todas as linhagens, como esperado,
além da clara deteccao da banda de 20 kDa em todas as amostras (exceto
na linhagem HF18Nco) apoés tratamento com TNF. Além disso, com exegao
da linhagem HF18Nco, esta banda €& detectada em baixos niveis de
expressao nas linhagens imortalizadas ou transformadas com HPV nao
tratadas sugerindo uma possivel interferéncia do HPV na expressao e/ou
estabilidade desta proteina. A identidade desta proteina de 20 kDa é
desconhecida. No entanto, o simples fato de ser detectada em amostras
derivadas de diferentes linhagens de células humanas, assim como, em
extratos derivados de culturas de fibroblastos de camundongo tratados com

TNF murino apoés 60 horas de tratamento (dados ndo mostrados), sugere



que o aparecimento desta banda € um efeito especifico do tratamento com
TNF e nado um artefato da técnica empregada.

Para determinar o periodo aproximado em que a banda de 20 kDa era
inicialmente detectada, culturas de queratinécitos normais e HF18Nco, foram
tratadas com TNF por periodos diferentes. Como mostrado na Figura 10-A
(painel inferior, filme mais exposto), a banda é claramente detectada a partir
da 24? hora de tratamento com TNF. Além disso, no filme original & possivel
visualizar uma banda fraca a partir da 12° hora de tratamento. Conforme
observado anteriormente, esta banda nao foi detectada em extratos
protéicos derivados da linhagem HF18Nco (figura 10-B). Aléem do mais,
observamos que a interrup¢ao do tratamento com TNF nao afeta os niveis
de expressdao desta proteina. Conforme mostrado na Figura 11, o
tratamento por 24 com TNF é suficiente para induzir niveis de expresséo
detectaveis desta proteina. Além disso, os mesmos se mantém estaveis por
pelo menos 36 horas, mesmo na auséncia de TNF. Isto indica que se trata
de uma proteina estavel que nao requer a presenca do TNF apds sua
indugao. No entanto, a manutencao do tratamento com TNF por 48 ou 60
horas mostra niveis de expressao aumentados desta proteina, fato que
indica o efeito do TNF nos niveis de expressao da mesma. Por tanto, para
caracterizar o comportamento temporal desta proteina, torna-se necessaria
a realizacdo de novos experimentos em que se prolongue o tempo na
auséncia de TNF apos a indugéo inical.

Com intuito de averiguar se esta banda correspondia a um produto de

protedlise parcial da proteina IkBa, o gene IkBa foi clonado no vetor
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pcDNA3.1/V5His(B) para a producdao de uma proteina recombinante
contendo uma sequéncia flag de 14 aminoacidos na regiao carboxiterminal.
Este vetor foi utilizado em ensaios de infeccao transiente em queratindcitos,
visando detectar a banda de 20 kDa a partir do epitopo originado da
sequencia V5 contida no vetor recombinante. Os resultados obtidos estao
representados na Figura 12. Utilizando-se o anticorpo contra o epitopo V5,
foi possivel detectar a proteina IkBa recombinante (Figura 12-B). No
entanto, nao conseguimos detectar a proteina de 20 kDa. Existem pelo
menos duas explicacbes possiveis para este fato. Em primeiro lugar, o flag
poderia ter sido perdido durante o processo de protedlise. Um exemplo
amplamente descrito sobre o mecanismo utilizado para originar proteinas
através da degradacado parcial de outras, ocorre justamente na via de
sinalizacdo mediada pelo TNF. As proteinas p50 e p52, pertencentes aos
membros que compdem NF-kB, sao originadas através da protedlise parcial
de seus precursores p105 e p100, respectivamente. Interessantemente, a
outra parte das proteinas clivadas, corresponde a membros da familia kB
(revisado por KARIN et al. 2004). Outra alternativa possivel &€ que a banda
em questdo poderia corresponder a uma proteina originada de um gene
distinto e nao a partir da degradacao de IkBa. Neste sentido, &€ importante
destacar que os niveis de expressao desta proteina permanecem constantes
em amostras obtidas a partir culturas de queratinocitos tratadas por 60 horas
com TNF incluindo as ultimas 12-18 horas na presenca de lactacistina, um
inibidor irreversivel do proteasoma (Figura 13). Novamente, esta

observagdo admite pelo menos duas explicagdes. No primeiro caso, a banda




de 20 kDa poderia representar um intermediario de degradacao de IkBa que
precisa da atividade do proteasoma para sua degradacao total. A segunda
possibilidade €, novamente, que esta proteina derive de um gene diferente
ao IkBa.

Os dados obtidos a partir do tratamento com lactacistina e da
remocao do TNF sugerem que a proteina de 20 kDa nao corresponde a um
intermediario da degradacao de |kBa. Visando corroborar este dado foram
obtidos RNA e extratos protéicos de culturas de queratinocitos tratadas com
TNF conjuntamente com actinomicina D (um inibidor da transcricdo) ou
cicloheximida (um inibidor da traducdo). A analise dos niveis do transcrito
lkBa em queratindcitos normais mostra que os mesmos sao baixos e que
sao claramente induzidos pelo tratamento com TNF. No entanto, conforme
esperado, o tratamento com actinomicina D torna indetectaveis os niveis do
transcrito IkBa. Finalmente, observamos que o tratamento com
cicloheximida induz um aumento nos niveis deste transcrito mesmo na
auséncia de TNF, sugerindo que sua degradacao é dependente de sintese
protéica (Figura 14 - A). Em seguida, os niveis de expressao da proteina
IkBa e da proteina de 20 kDa foram analisados em extratos protéicos
obtidos a partir de culturas de queratinocitos tratadas conforme descrito
acima (Figura 14 - B). Observamos que o tratamento com TNF reduz os
niveis de expressao da proteina IkBa. Esta reducao é mais evidente nos
extratos protéicos derivados de culturas tratadas com actinomicina D. No
entanto, os niveis de expressao da proteina de 20 kDa (induzida pelo

tratamento com TNF) nao foram afetados pelo tratamento com actinomicina



D indicando que esta & uma proteina mais estavel que IkBa. Além disso,
observamos que o tratamento com cicloheximida estabiliza a proteina IkBa
na presenc¢a de TNF indicando que a degradacado da mesma é dependente
de sintese protéica. Por outro lado, os niveis de expressao da proteina de 20
kDa nao foram alterados pelo tratamento com cicloheximida. Em conjunto,
estes dados sugerem que a proteina de 20 kDa induzida por TNF tem meia
vida maior que IkBa. Além disso, os niveis de expressao da mesma sao
independentes da degradacao de IkBa induzida por TNF, na presenca ou
auséncia de actinomicina D.

Paralelamente investimos na analise do gene de IkBa, visando
identificar possiveis produtos alternativos deste gene. Uma revisao exaustiva
da literatura, mostra que produtos alternativos deste gene nao tém sido
descritos até o momento. No entanto, com a colaboracao do Dr. Sandro de
Souza do Laboratério de Biologia Computacional do ILPC, foi realizada a
analise in silico do mesmo, mostrando a existéncia de possiveis eventos de
retencao intrénica envolvendo este gene, em particular um produto que
retém o intron 2, com o potencial de codificar uma proteina de
aproximadamente 20 kDa.

O gene de IkBa (AY496422 PubMed), € composto por 6 exons e 5
introns apresentando um transcrito primario de 3265 nucleotideos. Seu
mensageiro maduro (incluindo exons, UTRs [untranslated region] e cauda
poli A) € composto por 1562 nucleotideos. A regido codificadora (apenas
representada pela proteina) € composta por 951 nucleotideos, que codificam

para uma proteina de 317 aminoacidos (aproximadamente 35 KDa). Foram
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realizados diversos experimentos na tentativa de identificar um possivel
evento de retencao intrénica neste gene, no entanto, os resultados obtidos
até o presente momento nao foram conclusivos (dados nao apresentados).
Conforme mencionado em Materiais e Métodos, estdo sendo
realizados géis bi-dimensionais para a identificacdo desta proteina. A
identificagao e possivel caracterizacdo de uma proteina ativada tardiamente
pelo TNF em queratindcitos, poderia contribuir para a elucidacao do efeito
antiinflamatério mediado por esta citocina no tecido epitelial, além de permitir
o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas associadas a

inflamacao tardia e/ou crénica.

6.2 EFEITO DA INFECGCAO POR HPV NA EXPRESSAO GENICA
GLOBAL E SUA INTERFERENCIA NA SINALIZAGAO MEDIADA

POR TNF

cDNA-microarrays sao arranjos de milhares de fragmentos de DNA
em superficies de nylon ou vidro que permitem avaliar a expressao génica
de um grande numero de genes em um unico experimento. Esta tecnologia
constitui uma ferramenta fundamental em estudos de expressado génica
como em cancer, por exemplo (LAKHANI e ASHWORTH 2001). Este tipo de
experimento tem sido amplamente utilizado para identificar genes
diferencialmente expressos em tipos celulares distintos, aléem de ser aplicada
para avaliar o efeito de drogas, citocinas, horménios, fatores de crescimento,

entre outras substéncias, na expressao génica global. Esta técnica pode ser
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extremamente eficiente, por exemplo na busca de marcadores tumorais ou
alvos para drogas (GOLUB et al. 1999; BELBIN et al. 2002; POMEROQOY et al.
2002; BEER et al. 2002; VAN'T VEER et al. 2002). Alteracdes significativas
na expressao génica podem ser avaliadas visando-se um conjunto de genes
que correspondam a uma mesma via ou através de genes que apresentem
funcoes semelhantes (MOOTHA et al. 2003; SEGAL et al. 2003 e 2004).

De maneira geral, a grande maioria dos genes nao apresenta
diferencas de expressdo quando comparamos duas amostras, apenas
alguns genes apresentam diferencas significativas em sua expressao.
Partindo do principio que a quantidade de cDNA alvo hibridizado deve ser
igual nos dois canais, conseqlentemente os valores de intensidade obtidos
para a grande maioria dos spots devem ser semelhantes. Aceita-se que em
uma hibridizagcao competitiva com duas amostras de RNA, cerca de 10-20%
dos spots apresentardo razdo = 2. Algumas fontes de imprecisdo, onde
podemos destacar, diferencas na incorporacédo dos fluoroforos e erros
derivados dos equipamentos utilizados, introduzem falta de exatidao que
prejudicam a interpretagao real dos dados.

Estudos anteriores, mostraram que queratindcitos normais ou
imortalizados com HPV16 sao sensiveis ao efeito antiproliferativo do TNF.
Por outro lado, queratindcitos imortalizados com HPV18 ou linhagens
derivadas de tumores de cervix uterina sao resistentes ao efeito citostatico
mediado por esta citocina. Estas observacoes sugerem que a aquisicao de
resisténcia ao efeito antiproliferativo do TNF & um fator importante no

desenvolvimento de neoplasias associadas a infecgao por HPV. No entanto,
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a identificacdo de genes associados a resposta ao TNF em queratinocitos
infectados por HPV tem sido dificultada pela ampla gama de efeitos
desencadeados e de vias de sinalizacao ativadas por este fator. No presente
estudo, a técnica de cDNA-microarray foi aplicada visando identificar genes
diferencialmente expressos entre queratindcitos normais e queratinécitos
imortalizados com HPV16 ou HPV18, antes e apds tratamento com TNF. O
objetivo desta analise é identificar diferencas na expressdao génica que
permitam explicar o efeito diferencial da citocina nestas células.

Em vista disso, neste estudo visamos identificar genes cuja expressao
é regulada pelo TNF em queratinécitos humanos normais e infectados por
dois tipos de HPV de alto risco, por dois periodos de tempo, 3 e 60 horas.
Optamos por analisar a expressao génica apos 3 horas de exposi¢cdo ao
TNF, pois durante este periodo ocorre a modulagao na expressao da grande
maioria dos genes responsivos a esta citocina. Isto permite uma melhor
avaliacdo das possiveis interferéncias mediadas pelo HPV na via de
regulagcao exercida pelo TNF. No entanto, concomitantemente, foram
avaliados os efeitos da exposicao prolongada ao TNF (60 horas), uma vez
que, nos processos inflamatérios e/ou infecgao viral, a exposicao a esta
citocina ocorre por periodos prolongados (VILLA e SCHLEGEL 1991,
BANNO et al, 2004).

Na literatura, alguns estudos investigaram diferencas nos perfis de
expressao génica associados as oncoproteinas virais E6 e E7. A expressao
destas oncoproteinas esta associada a diminuicao da expressao de genes

relacionados a resposta imune e inflamatéria, como por exemplo genes
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induzidos pelo interferon (CHANG & LAIMINIS, 2000 e 2001; NEES, 2001).
Um recente estudo determinou que a proteina E6 de HPV16 diminui a
expressdo de diversos genes relacionados a diferenciagdo dos
queratindcitos, incluindo genes que codificam transglutaminases, involucrina,
elafina e citoqueratinas, proteinas que estao envolvidas na producéo da
camada cornea, como por exemplo a elafina. Contrariamente, E6 aumenta a
expressao de genes como, por exemplo, a vimentina, uma proteina do
citoesqueleto (DUFFY et al., 2003). A investigacao do perfil génico de
amostras originadas de carcinomas cevicais em diferentes estadios,
mostraram que a carcinogénese cervical apresenta a diminuicdo quase
completa da expressdo de genes associados a morte celular, biossintese
protéica e metabolismo dos acidos nucléicos. Em contrapartida, observou-se
0 aumento da expressao de genes associados ao desenvolvimento do
citoesqueleto, atividade extracelular, resposta imune e proliferacao celular
(S100A8, simbolo do gene calgranulina A e RARRESS, simbolo do gene que
codifica o receptor 3 do acido retindico) (AHN et al., 2003).

Até o momento, na literatura, nao existem trabalhos utilizando a
técnica de cDNA-microarray que avaliam perfis de genes em células
imortalizadas com o genoma completo de dois tipos diferentes de HPV de
alto risco e sua expressao génica frente a dois periodos de tratamento com

TNF.



6.2.1 Selecao de genes através dos clusters hierarquicos

Neste estudo, foram comparados os perfis de expressao génica de
cada linhagem celular aos controles correspondentes, o que permitiu
associar genes diferencialmente expressos a presenca do HPV. Além disso,
foi avaliada a expressao génica apos o tratamento com TNF por periodos
diferentes e a influéncia do tempo de permanéncia das células em cultura.
Utilizando-se agrupamentos hierarquicos, foi comparada a regulacao de
genes quando avaliados tipo celular, tempo de tratamento e permanéncia
das linhagens em cultura e o efeito do TNF. Conforme apresentado na
figura 22, em que avaliou-se o tipo celular na expressado génica, observa-
se no ramo principal do dendograma, o agrupamento das amostras PHK e
HF698. Interessantemente, na figura 23, em que se avaliou o efeito do
tempo na regulagao da expressao génica, no principal ramo do dendograma
observa-se o agrupamento da linhagem HF18Nco tratada com TNF por 60
horas e seu controle, das demais linhagens. Nos ramos subsequéntes,
observa-se o agrupamento do resto das amostras tratadas com TNF (PHK e
HF698) das linhagens tratadas por 3 horas, incluindo a linhagem HF18Nco e
seu controle. Nas duas figuras, observa-se que cada amostra tratada pareia
com seu controle. Nas duas figuras, destacam-se grupos de genes cuja
expressao diferencia a amostra HF18Nco das demais, como por exemplo,
STAF65 (gamma), FLJ20105, S100P, KLK7, RARRES1, YME1L1, PI3,
MYO5B e NMU (figura 22) e KLK7, RARRES1 E LXN (figura 23). Por outro
lado, quando o agrupamento hierarquico foi baseado nos genes que melhor

diferenciam as amostras em funcao da acao do TNF (figura 24), obervamos
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um agrupamento heterogéneo, em que apenas as amostras PHK tratadas
por 3 e 60 horas sdo agrupadas, em relacdo ao resto das amostras.
Provavelmente, este resultado ocorre porque os queratindcitos normais sao
as amostras mais sensiveis ao efeito mediado pelo TNF.

Assim sendo, visando individualizar os genes que melhor diferenciassem as
amostras PHK e HF698 das HF18Nco, foram elaborados dois agrupamentos
hierarquicos supervisionados, considerando os 30 genes com melhor valor
estatistico, capazes de separar estas amostras para os dois periodos de
tratamento com TNF. Na figura 25, avaliando-se 3 horas de tratamento e
cultura com TNF, as amostras sensiveis e a amostra resistente ao efeito
antiproliferativo mediado pelo TNF, foram agrupadas em diferentes ramos.
As amostras sensiveis se agruparam em um ramo secundario, com a
separagao das amostras HF698 e PHK pareadas com seus controles. Do
mesmo modo, na figura 26, observa-se que as amostras sensiveis e a
amostra resistente ao efeito antiproliferativo mediado pelo TNF, foram
agrupadas em diferentes ramos. No entanto, o ramo secundario apresenta
uma divisao entre as amostras tratadas e controles. Este dado sugere que
ap6s 60 horas de cultura (controles) e tratamento com TNF (amostras), as
amostras sensiveis ao TNF regulam estes genes de forma semelhante.
Provavelmente, a regulacao similar de alguns destes genes apos o
tratamento de 60 horas com TNF, poderia estar contribuindo, em parte, na
resposta diferencial observada nestas células. Nas duas figuras, destacam-
se grupos de genes cuja expressao diferencia a linhagem HF18Nco das

demais. Na comparacdo com 3 horas de tratamento (figura 25), foram



evidenciados alguns genes de interesse, como por exemplo, STAF65
(gamma), FLJ20105, S100P, ALDH3A2, DEK, MAPRE1 SFRP1, PI3,
SFRP1, MAPRE1 e DEK (tabela 1). Da mesma forma, na comparagao com
60 horas de tratamento (figura 26), alguns genes de interesse diferenciam
claramente a linhagem HF18Nco das outras. Alguns exemplos sdo, KLK7,
RARRES1, LXN, STAF65 (gamma), FLJ201050, CDK10, TMC4, PRKCBP1,
PIK3R3, S100P e SOD2 (tabela 2). Quando comparadas as figuras 25 e 26,
observamos que apenas os genes FLJ20105, KLK7, MGC35048, MYO5B,
P13, S100P e STAF65(gamma), sao comuns.

Analisando as fungbes e o perfil de expressdao dos genes listados nas
tabelas 1 e 2 (destacados em vermelho), selecionamos, baseados em
dados da literatura, alguns genes cuja expressao diferencial poderia estar
associada a diferenca na resposta ao efeito antiproliferativo do TNF exibida
por estas linhagens. Sao eles: KLK7, S100P, PI3, DEK, PIK3R3, RARRES1
e SOD2.

Na compara¢ao correspondente ao periodo de 3 horas, os genes
S100P, PI3 e DEK, tém sua expressdao aumentada na linhagem HF18Nco
(tratada e controle), quando comparada aos demais tipos celulares (figura
25). Além disso, os genes KLK7, PIK3R3 e RARRES1 tém sua expressao
aumentada e o gene SOD2, diminuida, na linhagem HF18Nco, considerando
o periodo de 60 horas (figura 26).

A proteina codificada pelo gene S100P € um membro da familia
S100. Estas, sao proteinas capazes de ligar calcio, localizadas no nucleo e

citoplasma de diferentes tipos celulares e estado envolvidas na regulagao de

]
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diferentes processos biolégicos como a progressao do ciclo celular e
diferenciacao. O mecanismo de acao desta proteina ainda nao esta bem
estabelecido. Estudos recentes associaram esta proteina ao modelo de
progressao do adenocarcinoma ductal pancreatico (DOWEN et al., 2005,
SATO et al., 2004).

O gene PI3 codifica um inibidor especifico da elastase. Sua principal
funcao esta associada ao processo inflamatério. Esta proteina conhecida
como elafina, geralmente & encontrada em baixos niveis de expressdo na
epiderme e endotélio, mas € induzida em processos inflamatorios, tumores
epiteliais e na cicatrizagcao (POL et al., 2003, HENRIKSEN et al.,2004).

A oncoproteina DEK esta associada a inumeros processos celulares,
incluindo regulacdo da transcrigao, processamento do RNAmM e
remodelagem da cromatina. Além disso, o aumento de seus niveis de
expressao ocorre em doencgas auto-imunes e em processos neoplasicos em
glioblastoma, melanoma e carcinoma hepatocelular (SITWALA et al., 2002).

As Calicreinas sdo um sub-grupo de serina-proteases com diversas
funcoes fisiologicas. Crescentes evidéncias sugerem que a Calicreina 7 esta
associada a carcinogénese, sendo considerada um novo marcador tumoral e
de outras patologias. Esta proteina estd envolvida na protedlise de
estruturas intracelulares coesivas, associada a descamag¢ao da camada
cornea do epitélio. Sua expressao encontra-se aumentada em carcinomas
cervicais e em linhagens celulares derivadas deste tipo de tumor,
contrariamente dos queratinécitos normais, onde os niveis de expressao

desta proteina sao baixos (SANTIN et al., 2004). Aléem disso, esta proteina
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encontra-se aumentada em cancer de mama (TALIERI et al.,2004) e em
tumores de ovario (DONG et al., 2003). Em todos os casos, esta proteina
esta sendo considerada uma novo marcador tumoral.

A proteina PIK3R3, pertence a subunidade regulatéria do complexo
fosfatidilinositol 3-quinase. Esta enzima cataliza a conversdo do
fosfatidilinositol em fosfatidilinositol 3-fosfato. Esta via €& de crucial
importancia em diversos processos, entre eles, reparo de DNA, proliferacdo
e diferenciagado celular, controle do ciclo celular e resposta inflamatoria e
imunologica (SONG et al., 20095).

O gene RARRES1 foi identificado como um gene responsivo ao acido
retindico e ao tazaroteno e codifica uma proteina de membrana do tipo 1.
Observou-se a diminuicao de sua expressao em cancer de prostata
(YOUSSEF et al., 2004), ao passo que em mesoteliomas malignos, seus
niveis de expressao estavam aumentados (MOHR et al., 2004).

Por ultimo, SOD2 ou Superoxido Dismutase 2, pertence a uma familia
de enzimas que catalizam a conversao de radicais superoxido a oxigénio
molecular. Sua funcao é destruir os radicais produzidos normalmente nas
células e que sao toxicos aos sistemas biolodgicos. Varios estudos indicam
que a expressao deste gene € regulada pelo TNF via o fator NF-xB
(DELHALLE et al., 2002; DJAVAHERI-MERGNY et al., 2004).

No presente estudo observamos a modulacao diferencial destes
genes nas células sensiveis ao TNF. Por outro lado, na linhagem HF18Nco

estes genes nao variaram da mesma forma. Torna-se necessaria a



148

validacdo destes genes nas amostras analisadas, para eventuais

conclusdes.

6.2.2 Selecdo de genes através das listas comparativas

A literatura adotou como rotina, a selecdo de genes que apresentam
variacbes de expressao de duas vezes ou mais, quando dois conjuntos de
dados sao comparados. Vale a pena ressaltar que, este critério ndo leva em
consideragdao nenhum valor estatistico que sugira a probabilidade de que tal
diferenca seja uma associagdo real com um fendémeno biolégico ou estimulo.
Por isso, optamos em ordenar os genes mais diferencialmente expressos
entre duas amostras, considerando-se o p-valor nominal para cada gene,
além da razido de expressdo. Esta abordagem tem a vantagem de
considerar a variancia dos dados comparados, eliminando a probabilidade
de selecionar genes cuja expressdo diferencial seja um artefato. Esta opgao
foi previamente discutida e justificada pela impossibilidade de aplicar
métodos estatisticos mais rigorosos, tendo em vista o desenho experimental.
No que se refere a determinagdo dos p-valores, vale a pena ressaltar, que
ha uma intensa discussao sobre o ajuste ou ndao destes valores, tendo em
vista o grande numero de testes realizados. Assim sendo, estes valores
deverdo ser considerados com cautela.

Para facilitar a associagcdo dos genes diferencialmente expressos a
determinados processos biolégicos, listas de genes presentes nas nossas
laminas, foram agrupados funcionalmente, segundo o KEGG (Kyofo

Encyclopedia of Genes and Genomes — www.genome.jp/kega). Nas andlises
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realizadas neste estudo, foi constatada uma expressao diferencial global,
envolvendo genes relacionados aos mais diversos processos bioldgicos.
Como esperado, foram identificados genes relacionados a diferenciacédo e
morte celular, proliferagao, inflamacao, resposta imune, remodelamento da
matriz extracelular, reparo e metabolismo em geral, entre outros.

Quando comparamos o0s queratindcitos normais as células

imortalizadas por HPV, observamos que a presenca do virus esta associada
a expressao diferencial de genes envolvidos em toda gama de processos
celulares (ANEXO 1, comparacoes 1,24 e 5). No entanto, quando
comparamos o efeito do tratamento com TNF, observamos principalmente a
alteragao na expressdo de genes associados a morte e diferenciagao
celular, regulacao do ciclo celular, resposta imune e inflamatéria (ANEXO 1,
comparacgoes 10, 11, 13, 14, 16 e 17).
Por tanto, visando elucidar possiveis interferéncias do HPV na resposta ao
TNF, optamos por avaliar apenas genes associados a apoptose, regulacéo
do ciclo celular e citocinas dentre os genes diferencialmente expressos nas
24 comparagoes.

A lista dos genes selecionados e suas funcdes é apresentada na
tabela 4. A partir desta tabela, foram elaborados diversos diagramas de
Veen visando identificar os genes comuns modulados entre as comparagoes
(figuras 27, 28, 29, 30, 31, 32 e 33). A tabela 5 sumariza os genes contidos
nos diagramas de Venn incluindo um resumo de suas fungoes.

Dentre esses genes, observamos que o aumento na expressao de CSF2RB,

CCL20, IL6ST e MCM2 esta associada a presenca do HPV (figuras 27 e



30). Destaca-se o gene CCL20 pelo fato de ser regulado positivamente pelo
tratamento com TNF por 3 horas em todas as linhagens estudadas,
principalmente na linhagem HF698 (figuras 28 e 29).

A proteina CCL20 foi inicialmente caracterizada como uma quimiocina
induzida em diversos tipos celulares, tanto de forma constitutiva, como de
forma induzida, dependendo da condicao das celulas. Sua expressdo
constitutiva foi inicialmente observada em figado, mas atualmente sabe-se
que esta citocina é produzida por diversos tipos celulares. Esta proteina tem
uma forte agao quimiotatica para células dendriticas imaturas na epiderme
(que expressam o receptor CCR-6). Em pele e mucosas, esta proteina é
constitutivamente expressa em baixos niveis de expressdo, mas sua
expressao € estimulada pelo TNF e IL-1, além de infecgbes e trauma
(TOHYAMA et al., 2001, SCHUTYSER et al., 2003). Geralmente CCL20 é
detectada nas camadas mais diferenciadas do epitélio (camada espinosa).

Interessantemente, o gene NFKBIA, ou seja, o gene que origina a
proteina IxBa, tem sua expressao aumentada nas células PHK e HF18Nco,
tratadas por 60 horas com TNF. Podemos inferir que nas células normais, o
fator NF-xB estaria induzindo a expressao do gene NFKBIA, seu inibidor,
caracterizando o processo de retroalimentacao negativa. Por outro lado, nas
células HF18Nco, este gene poderia estar constantemente ativado por
algum mecanismo inerente a presenca das oncoproteinas virais do HPV18.
Vale a pena lembrar que esta linhagem nao responde efetivamente aos

estimulos mediados pelo TNF e que nas analises de Western Blot realizadas
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neste estudo, os niveis de expressao da proteina IkBa, eram maiores do
que em todas as amostras analisadas (figura 6).

Portanto, a elucidagao de possiveis interferéncias mediadas pelo HPV
nos mecanismos moleculares que determinam e controlam a agéo do TNF,
poderiam levar ao desenvolvimento de estratégias preventivas e
terapéuticas, incluindo a inflamacéao crénica e o cancer do colo uterino. Além
disso, uma investigacdo mais profunda da expressao diferencial dos genes
obtida neste estudo, poderia promover a caracterizacdo de marcadores
moleculares associados as lesées com maior propensao de progredirem

para o cancer cervical.



7 CONCLUSOES

A diferenca nos niveis de expressao de IkBa, mostra que existem alteracdes
na via de ativacao de NF-xB, entre as linhagens sensiveis e resistentes ao
TNF. Além disso, foi detectada uma banda induzida tardiamente pelo TNF
em queratinécitos normais e de forma constitutiva em linhagens
imortalizadas por HPV e em culturas organotipicas transduzidas com E6 e

E7 de HPV18. O mesmo efeito nao € observado na linhagem HF 18Nco.

Os dados gerados por ANOVA, indicaram que as diferencas entre os tipos
celulares e o tempo de tratamento/cultivo, sao mais significativas que

aquelas geradas em reposta ao TNF.

Apés tratamento de 3 horas com TNF, a resposta dos queratindcitos
imortalizados por HPV, se diferencia da dos queratinécitos normais. Por
outro lado, apés tratamento por 60 horas, a resposta das linhagens sensiveis

ao efeito antiproliferativo do TNF, se diferencia da linhagem resistente.

Conforme esperado, a resposta dos queratindcitos normais, ao tratamento

com TNF por 3 ou 60 horas, os diferencia das outras linhagens.



Foram identificados grupos de genes comuns, diferencialmente expressos,
entre as células sensiveis ao efeito antiproliferativo mediado pelo TNF
(NHFK e HF698) e aquelas resistentes (HF18Nco), apés 3 e 60 horas de

tratamento.

A confirmacao e analise dos niveis de expressao destes genes, entre outros,
poderao contribuir para o entendimento da progressao tumoral associada ao
HPV, além de elucidar mecanismos moleculares que governam a interacao

HPV-TNF.



154

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abbas AK, Lichtman AH. Cellular and molecular immunology. 5" ed.
Philadelphia: W B Saunders; 2003.

Abrantes EF, Pires EG, Carvalho AF, Costa FF, Savino W, Reis LF.
Identification, structural characterization, and tissue distribution of Tsg-5: a
new TNF-stimulated gene. Genes Immunol 2003; 4:298-311.

Ahn WS, Bae SM, Lee JM, et al. Searching for pathogenic gene functions to
cervical cancer. Gynecol Oncol 2004; 93:41-8.

Androphy EJ. Molecular biology of human papillomavirus infections and
oncogenesis. J Invest Dermatol 1994; 103:248-56.

Apple RJ, Erlich HA, Klitz W, Manos MM, Becker TM, Wheeler CM. HLA DR-
DQ associations with cervical carcinoma show papillomavirus-type specificity.
Nature Genet 1994; 6:157-62.

Arends MJ, Wyllie AH, Bird CC. Papillomaviruses and human cancer. Hum
Pathol 1990; 21:686-98.

Arroyo M, Bagchi S. Raychaudhuri association of the human papillomavirus
type 16 E7 protein with the S-phase-specific E2F-Cyclin: a complex. Mol Cell
Biol 1993; 13:6537-46.

Baldwin AS, Jr. The NF-kappa B and | kappa B proteins: new discoveries and
insights. Annu Rev Immunol 1996; 14:649-83.

Baldwin AS, Jr. Control of oncogenesis and cancer therapy resistance by the
transcription factor NF-kappaB. J Clin Invest 2001; 107:241-6.




155

Banno T, Gazel A, Blumenberg M. Effects of tumor necrosis factor-alpha
(TNF alpha) in epidermal keratinocytes revealed using global transcriptional
profiling. J Biol Chem 2004, 279:32633-42.

Barbosa MS, Schlegel R. The E6 and E7 genes of HPV-18 are sufficient for
inducing two-stage in vitro transformation of human keratinocytes. Oncogene
1989, 4:1529-32.

Barnard P, Mcmillan NAJ. The human papillomavirus E7 oncoprotein

abrogates signaling mediated by interferon-o.. Virology 1999; 259:305-13.

Barnard P, Payne E, McMillan NA. The human papillomavirus E7 protein is
able to inhibit the antiviral and anti-growth functions of interferon-alpha.
Virology 2000 277:411-9

Bartholomew JS, Stacey SN, Coles B, Burt DJ, Arrand JR, Stern L.
Identification of a naturally processed HLA A0201-restricted viral peptide from
cells expressing human papillomavirus type 16 E6 oncoprotein. Eur J
Immunol 1994; 24:3175-9.

Basile JR, Zacny V, Munger K. The cytokines tumor necrosis factor-alpha (tnf-
alpha) and tnf-related apoptosis-inducing ligand differentially modulate
proliferation and apoptotic pathways in human keratinocytes expressing the
human papillomavirus-16 e7 oncoprotein. J Biol Chem 2001; 276:22522-8

Bedell MA, Jones KH, Grossman SR, Laimins LA. Identification of human
papillomavirus type 18 transforming genes in imortalized and primary cells. J
Virol 1989, 63:1247-55.

Beer DG, Kardia SL, Huang CC, et al. Gene-expression profiles predict
survival of patients with lung adenocarcinoma. Nat Med 2002; 8:816-24.



156

Belbin TJ, Singh B, Barber |, et al. Molecular classification of head and neck
squamous cell carcinoma using cDNA microarrays. Cancer Res 2002;
62:1184-90.

Ben-Neriah Y. Regulatory functions of ubiquitination in the immune system.
Nat Immunol 2002; 3:20-6.

Berezutskaya E, Bagchi S. The human papillomavirus E7 oncoprotein
functionally interacts with the S4 subunit of the 26 S proteasome. J Biol
Chem 1997; 272:30135-40.

Bernard HU, Chan SY, Delius H. Evolution of papillomaviruses. Curr Top
Microbiol Immunol 1994; 186:33-54.

Beutler BA, Milsark IW, Cerami A. Cathetin/tumor necrosis factor: production
distribution and metabolic fate in vivo. J Immunol 1985; 135:3972-7.

Beutler BA, Cerami A. Cathetin: more than a tumor necrosis factor. N Engl J
Med 1987; 316:379-85.

Boccardo E. Efeito do fator de necrose tumoral-Alfa (TNF-a) sobre
células imortalizadas por papilomavirus humano (HPV). Séo Paulo; 2002.

[Tese de Doutorado-Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo].

Boccardo E, Noya F, Broker TR, Chow LT, Villa LL. HPV-18 confers
resistance to TNF-alpha in organotypic cultures of human keratinocytes.
Virology 2004, 328:233-43.

Bornstein J, Lahat N, Kinarty A, Revel M, Abramovici H, Shapiro S. Interferon-
B and -y, but not tumor necrosis factor-a, demonstrate immunoregulatory
effects on carcinoma cell lines infected with human papillomavirus. Cancer
1997; 79:924-34.



Bosch FX, Manos MM, Murfioz N, et al. Prevalence of human papillomavirus in
cervical cancer: a worldwide perspective. J Natl Cancer Inst 1995; 87:796-
802.

Bosch FX, Munoz N, de Sanjose S. Human papillomavirus and other risk

factors for cervical cancer. Biomed Pharmacother 1997: 51:268-75.

Bouvard V, Storey A, Pim D, Banks L. Characterization of the human
papillomavirus E2 protein: evidence of trans-activation and trans-repression in
cervical keratinocytes. EMBO J 1994; 13:5451-9

Bowtell D, Sambrook JT. DNA microarrays: a molecular cloning manual.
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2003.

Brasil. Ministério da Saude. Secretaria Nacional de Assisténcia a Salde.
Instituto Nacional de Cancer. Estimativas da incidéncia e mortalidade por
cancer no Brasil, 2004. Rio de Janeiro: INCA; 2005.

Brehm A, Nielsen SJ, Miska EA, et al. The E7 oncoprotein associates with
Mi2 and histone deacetylase activity to promote cell growth. EMBO J 1999;
18:2449-58.

Brentani RR, Carraro DM, Verjovski-Almeida S, et al. Gene expression
arrays in cancer research: methods and applications. Crit Rev Oncol
Hematol 2005; 54:95-105.

Broker TR. Structure and genetic expression of papillomavirus. Obstet
Gynecol Clin North Am 1987; 14:329-47.

Brown DR, Fife KH. Human papillomavirus infections of the genital tract. Med
Clin North Am 1990; 74:1455-85.



Camargo AA, Samaia HP, Dias-Neto E, et al. The contribution of 700000
ORF sequence tags to the definition of the human transcriptome. Proc Natl
Acad Sci U S A 2001; 98:12103-8.

Cappiello G, Garbuglia AR, Salvi R, et al. HIV infection increases the risk of
squamous intra-epithelial lesions in women with HPV infection: an analysis of
HPV genotypes DIANAIDS Collaborative Study Group. Int J Cancer 1997;
72:982-6.

Carvalho AF, Neves EJ, Hirata R Jr, Reis LFL. Glass slide-based agarose gel
electrophoresis for determining the efficiency of RNA amplification and
cyanine dye incorporation during RNA labeling. Biotechniques 2003; 35:688-
92.

Chan WK, Klock G, Bernard HU. Progesterone and glucocorticoid response
elements occur in the long control regions of several human papillomaviruses

involved in anogenital neoplasia. J Virol 1989; 63:3261-9.

Chang AA, Van Waes C. Nuclear factor-KappaB as a common target and
activator of oncogenes in head and neck squamous cell carcinoma. Adv
Otorhinolaryngol 2005; 62:92-102.

Chang YE, Laimins LA. Interferon-inducible genes are major targets of
human papillomavirus type 31: insights from microarray analysis. Dis
Markers 2001; 17:139-42.

Chang YE, Laimins LA. Microarray analysis identifies interferon-inducible
genes and Stat-1 as major transcriptional targets of human papillomavirus
type 31. J Virol. 2000; 74(9):4174-82



159

Chaturvedi V, Qin JZ, Denning MF, Choubey D, Diaz MO, Nickoloff BJ.
Apoptosis in proliferating, senescent, and immortalized keratinocytes. J Biol
Chem 1999; 274:23358-67.

Chen JJ, Reid CE, Band Androphy EJ. Interaction of papillomavirus E6
oncoprotein with a putative calcium-binding protein. Science 1995; 269:529-
31.

Chen M, Popescu N, Woodworth C, et al. Human herpesvirus 6 infects
cervical epithelial cells and transactivates human papillomavirus gene
expression. J Virol 1994: 68:1173-8.

Cheng S, Schmidt-Grimminger DC, Murant T, Broker TR, Chow
LT.Differentiation-dependent up-regulation of the human papillomavirus E7
gene reactivates cellular DNA replication in suprabasal differentiated
keratinocytes. Genes Dev 1985, 9:2335-49.

Chow LT, Broker TR. In vitro experimental systems for HPV: epithelial raft
cultures for investigations of viral reproduction and pathogenesis and for
genetic analyses of viral proteins and regulatory sequences. Clin Dermatol
1997; 15:217-27.

Cromme FV, Meijer CJ, Snijders PJ, et al. Analysis of MHC class | and Il
expression in relation to presence of HPV genotypes in premalignant and
malignant cervical lesions. Br J Cancer 1993; 67:1372-80.

Crook T, Tidy JA, Vousden KH. Degradation of p53 can be target by HPV E6
sequences distinct from those required for p53 binding and trans-activation.
Cell 1991; 67:547-56.



160

Davies R, Hicks R, Crook T, Morris J, Vousden K. Human papillomavirus type
16 E7 associates with a histone H1 kinase and with p107 through sequences

necessary for transformation. J Virol 1993, 67:2521-8.

Delhalle S, Deregowski V, Benoit V, Merville MP, Bours V. NF-kappaB-
dependent MnSOD expression protects adenocarcinoma cells from TNF-

alpha-induced apoptosis. Oncogene 2002; 21:3917-24.

de Villiers EM, Fauquet C, Broker TR, Bernard HU, zur Hausen H.
Classification of papillomaviruses. Virology 2004; 324:17-27.

Desaintes C, Hallez S, Van Alphen Burny A. Transcriptional activation of
several heterologous promoters by the EG6 protein of human papillomavirus
type 16. J Virol 1992; 66:325-33.

Djavaheri-Mergny M, Javelaud D, Wietzerbin J, Besancon F. NF-kappaB
activation prevents apoptotic oxidative stress via an increase of both
thioredoxin and MnSOD levels in TNFalpha-treated Ewing sarcoma cells.
FEBS Lett 2004; 578:111-5.

Dong Y, Kaushal A, Brattsand M, Nicklin J, Clements JA. Differential splicing
of KLK5 and KLK7 in epithelial ovarian cancer produces novel variants with

potential as cancer biomarkers. Clin Cancer Res 2003; 9:1710-20.

Dowen SE Crnogorac-Jurcevic T Gangeswaran R, et al. Expression of
S100P and its novel binding partner S100PBPR in early pancreatic cancer.
Am J Pathol 2005; 166:81-92.

Duffy CL, Phillips SL, Klingelhutz AJ. Microarray analysis identifies
differentiation-associated genes regulated by human papillomavirus type 16
E6. Virology 2003; 314:196-205.




161

Durst M, Kleinheinz A, Hotz M, Gissmann L. The physical state of human
papillomavirus type 16 in benign and malignant genital tumors. J Gen Virol
1985; 66:1515-22.

Darst M, Dzarlieva-Petrusevska RT, Boukamp Fusenig NE, Gissmann L.
Molecular and cytogenetic analysis of immortalized human primary
keratinocytes obtained after transfection with human papillomavirus type 16
DNA. Oncogene 1987; 1:251-6.

Darst M, Glitz D, Schneider A, zur Hausen H. Human papillomavirus type 16
(HPV-16) gene expression and DNA replication in cervical neoplasia: analysis
by in situ hybridization. Virology 1992; 189:132-40.

Dyson N, Howley M, Munger K, Harlow E. The human papillomavirus 16 E7
oncoprotein is able to bind to the retinoblastoma gene product. Science 1989;
243:934-7.

Evander M, Edlund K, Gustafsson A, et al. Human papillomavirus infection is
transient in young women: a population based cohort study. J Infect Dis
1995; 171:1026-30.

Favre M, Orth G, Croissant O, Yaniv M. Human papillomavirus DNA: physical
mapping of the cleavage sites of Bacillus amyloliquefaciens (Baml) and
Haemophilus parainfluenzae (Hpall) endonucleases and evidence for partial
heterogeneity. J Virol 1977; 2:1210-4.

Filippova M, Song H, Connolly JL, Dermody TS, Duerksen-Hughes PJ. The
human papillomavirus 16 E6 protein binds to tumor necrosis factor (TNF) R1
and protects cells from TNF-induced apoptosis. J Biol Chem 2002;
277:21730-9.



162

Flores ER, Allen-Hoffmann BL, Lee D, Lambert PF. The human
papillomavirus type 16 E7 oncogene is required for the productive stage of the
viral life cycle. J Virol 2000; 74:6622-31

Franco EL, Villa LL, Richardson H, Rohan T, Ferenczy A. Epidemiology of
cervical human papillomavirus infection. In: Franco EL, Monsonego J, editors.
New developments in cervical cancer and prevention. London: Blackwell
Science; 1997. p.14-22. (WHO/EUROGIN monograph)

Franco EL, Villa LL, Rohan T, Ferenczy A, Petzl-Erler M, Matlashewski G.
Design and methods of the Ludwig-McGill longitudinal study of the natural
history of human papillomavirus infection and cervical neoplasia in Brazil. Pan
Am Health Organ J 1999; 6:223-32.

Freedberg IM, Tomic-Canic M, Komine M, Blumenberg M. Keratins and
keratinocyte activation Cycle. J Dermatol 2001; 116:633-40.

Freeman WM, Robertson DJ, Vrana KE. Fundamentals of DNA hybridization

arrays for gene expression analysis. Biotechniques 2000; 29:1042-55.

Funk JO, Waga S, Harry JB, Espling E, Stillman B, Galloway DA. Inhibition of
CDK activity and PCNA-dependent DNA replication by p21 is blocked by
interaction with the HPV-16 E7 oncoprotein. Genes Dev 1997; 11:2090-100.

Gao Q, Srinivasan S, Boyer SN, Wazer DE. The E6 oncoproteins of high-risk
papillomaviruses bind to a novel putative GAP protein E6TP1 and target it for
degradation. Mol Cell Biol 1999; 19:733-44.

Georgopoulos NT, Proffitt JL, Blair GE. Transcriptional regulation of the major
histocompatibility complex (MHC) class | heavy chain, TAP1 and LMP2 genes
by the human papillomavirus (HPV) type 6b, 16 and 18 E7 oncoproteins.
Oncogene 2000; 19:4930-5.



163

Ghosh S, Karin M. Missing pieces in the NF-kappaB puzzle. Cell 2002; 109
Suppl:S81-96.

Golub TR, Slonim DK, Tamayo P, et al. Molecular classification of cancer:
class discovery and class prediction by gene expression monitoring. Science
1999; 286:531-7.

Gomes LI, Silva RL, Stolf BS, Cristo EB, et al. Comparative analysis of
amplified and non-amplified RNA for hybridization in cDNA microarray. Anal
Biochem 2003; 321:244-51.

Grone A. Keratinocytes and cytokines. Vet Immunol Immunopathol 2002;
88:1-12.

Halbert CL, Demers GW, Galloway DA. The E7 gene of human papillomavirus
type 16 is sufficient for immortalization of human epithelial cells. J Virol 1991;
65:473-8.

Halbert CL, Demers GW, Galloway DA. The E6 and E7 genes of human
papillomavirus type 6 have weak immortalizing activity in human epithelial
cells. J Virol 1992; 66:2125-34.

Hawthorn RJS, Murdoch JB, Mac Lean AB, Mackie RM. Langerhans cells and
subtypes of human papillomavirus in cervical intraepithelial neoplasia. Br Med
J 1988; 297:643-6.

Henriksen PA, Hitt M, Xing Z, et al. Adenoviral gene delivery of elafin and
secretory leukocyte protease inhibitor attenuates NF-kappa B-dependent
inflammatory responses of human endothelial cells and macrophages to
atherogenic stimuli. J Immunol 2004; 172:4535-44.



164

Herrero R, Hildesheim A, Bratti C, et al. Population-based study of human
papillomavirus infection and cervical neoplasia in rural Costa Rica. J Natl
Cancer Inst 2000; 92:464-74.

Hilders CGJM, Houbiers JGA, Van Ravenswaay Claasen HH, Veldhuizen
RW, Fleuren GJ. Association between HLA-expression and infiltration of

immune cells in cervical carcinoma. Lab Invest 1993; 69:651-9.

Hildesheim A, Schiffman MH, Gravitt E, et al. Persistence of type-specific
human papillomavirus infection among cytologically normal women. J Infect
Dis 1994; 9:235-40.

Ho GY, Burk R, Klein S, et al. Persistent genital human papillomavirus
infection as a risk factor for persistent cervical dysplasia. J Natl Cancer Inst
1995; 87:1365-71.

Hockel M, Schlenger K, Hockel S, Vaupel P. Hypoxic cervical cancers with
low apoptotic index are highly aggressive. Cancer Res 1999; 59:4525-8.

Howley M. Fundamental virology. 3 ed. Philadelphia: Lippincott-Raven:

1996. Papillomavirinae: the viruses and their replication; p.947-78.

Hu Y, Baud V, Delhase M, et al. Abnormal morphogenesis but intact IKK
activation in mice lacking the IKKalpha subunit of IkappaB kinase. Science
1999; 284:316-20.

Hu Y, Baud V, Oga T, Kim Kl, Yoshida K, Karin M. IKKalpha controls
formation of the epidermis independently of NF-kappaB. Nature 2001;
410:710-4.



165

[IARC] International Agency for Research on Cancer-World Health
Organization. Monographs on the evaluation of carcinogenic risks to
humans: human papillomaviruses. Lyon: Human papillomavirus 2005.
Available from: <URL:http://www-dep.iarc.fr/> [2005 maio 12].

Jablonska S, Majewski S. Immunology of genital papillomavirus infections. In:
Gross G, Jablonska S, Pfister H, Stegner HE, editors. Genital
papillomavirus infection. New York: Springer-Verlag; 1990. p.263.

Jenson AB, Kurman RJ, Lancaster WD. Tissue effects and host response to
human papillomavirus infection. Obstet Gynecol Clin North Am 1987;
14:397-406.

Jones DL, Alani RM, Munger K. The human papillomavirus E7 oncoprotein
can uncouple cellular differentiation and proliferation in human keratinocytes
by abrogating p21Cip1-mediated inhibition of cdk2. Genes Dev 1997:
11:2101-11.

Kanda T, Watanabe S, Yoshiike K. Human papillomavirus type 16 open
reading frame E7 encodes a transforming gene for rat 3Y1 cells. Virology
1988; 165:321-5.

Karin M, Delhase M. The | kappa B kinase (IKK) and NF-kappa B: key

elements of proinflamatory signaling. Semin Immunol 2000; 12:85-98.

Karin M, Ben-Neriah Y. Phosphorylation meets ubiquitination: the control of
NF-kappaB activity. Annu Rev Immunol 2000; 18:621-63.

Karin M, Cao Y, Greten FR, Li ZW. NF-kappaB in cancer: from innocent
bystander to major culprit. Nature Rev Cancer 2002; 2:301-10.



166

Karin M, Yamamoto Y, Wang MG. The IKK NF-kB system: a treasure trove for
drug development. Nat Rev 2004; 3:17-26.

Kast WM, Brandt RM, Sidney J, et al. Role of HLA-A motifs in identification of
potential CTL epitopes in human papillomavirus type 16 E6 and E7 proteins. J
Immunol 1994; 152:3904-12.

Kaur P, McDougall JK. Characterization of primary human keratinocytes
transformed by human papillomavirus type 18. J Virol 1988; 62:1917-24.

Kilk A, Talpsepp T, Vali U, Ustav M. Bovine papillomavirus oncoprotein E5
induces the NF kappa B activation through superoxide radicals. Biochem
Mol Biol Int 1996; 40:689-97.

Kiviat NB, Critshlow CW, Holmes KK, et al. Association of anal dysplasia and
human papillomavirus with immunosuppresion and HIV infection among
homosexual men. AIDS 1993; 7:43-9.

Kiyono T, Hiraiea A, Fujita M, Hayashi Y, Akiyama T, Ishibashi M. Binding of
high-risk human papillomavirus E6 oncoproteins to the human homologue of
the Drosophila disc large tumor supressor protein. Proc Natl Acad Sci USA
1997; 94:11612-6.

Klingelhutz AJ, Foster AS, McDougall JK. Telomerase activation by the E6
gene product of human papillomavirus type 16. Nature 1996; 380:79-81.

Komine M, Rao LS, Kaneko T, et al. Inflammatory versus proliferative
processes in epidermis. Tumor necrosis factor alpha induces K6b keratin
synthesis through a transcriptional complex containing NFkappa B and
C/EBPbeta. J Biol Chem 2000; 275:32077-88.



167

Koromilas AE, Li S, Matlashewski G. Control of interferon signaling in human
papillomavirus infection. Cytokine Growth Factor Rev 2001; 12:157-70.

Koutsky LA, Holmes KK, Critchlow CW, et al. A cohort study of the risk of
cervical intraepithelial grade 2 or 3 in relation to papillomavirus infection. N

Engl J Med 1992; 327:1272-8.

Kyo S, Inoue M, Hayasaka N, Inoue T, et al. Regulation of early gene
expression of human papillomavirus type 16 by inflammatory cytokines.
Virology 1994; 200:130-9.

Lakhani SR, Ashworth A. Microarray and histopathological analysis of
tumours: the future and the past? Nat Rev Cancer 2001; 1:151-7.

Lechner MS, Laimins LA. Inhibition of p53 DNA by human papillomavirus E6
proteins. J Virol 1994; 68:4262-73.

Lehn H, Villa LL, Marziona F, Hilgarth M, Hillemans HG, Sauer G. Physical
state and biological activity of human papillomavirus genomes in

precancerous lesions of the female genital tract. J Gen Virol 1988; 69:187-

96.

Levine AJ. p53 the cellular gatekeeper for growth and division. Cell 1997;
88:323-31.

Li JJ, Rhim JS, Schlegel R, Vousden KH, Colburn NH. Expression of
dominant negative Jun inhibits elevated AP-1 and NF-kappaB transactivation
and suppress anchorage independent growyh of HPV immortalized human

keratinocytes. Oncogene 1998; 16:2711-21.



168

Li XH, Murphy M, Palka KT, Surabhi RM, Gaynor RB. The Human T-cell
leukemia virus type 1 Tax protein regulates the activity of IKK kinase complex.

J Biol Chem 1999; 274:34417-24.

Liu X, Han S, Baluda MA, Park N. HPV-16 oncogenes E6 and E7 are
mutagenic in normal human oral keratinocytes. Oncogene 1997; 14:2347-53.

Lorincz AT, Reid R, Jenson AB, Greenberg MD, Lancaster W, Kurman RJ.
Human papillomavirus infection of the cervix: relative risk associations of 15

commom anogenital types. Obstet Gynecol 1992; 79:328-37.

Luff RD. The Bethesda System for reporting cervical/vaginal cytologic
diagnoses: report of the 1991 Bethesda workshop. The Bethesda System
Editorial Committee. Hum Pathol 1992; 23:719-21.

Lunger TA, Kock A, Danner M. Production of distinct cytokines by epidermal
cells. Br J Dermatol 1985; 113:145-56.

Maciag C, Villa LL. Genetic susceptibility to HPV infection and cervical
cancer. Braz J Med Biol Res 2000; 32:915-22.

Martin AG, San-Antonio B, Fresno M. Regulation of nuclear factor kappa B
transactivation. Implication of phosphatidylinositol 3-kinase and protein kinase

C zeta in c-Rel activation by tumor necrosis factor alpha. J Biol Chem 2001;
276:15840-9.

Massimi Pim D, Banks L. HPV-16 E7 and adenovirus E1a complex formation
with  TATA box binding protein is enhanced by casein kinase Il
phosphorylation. Oncogene 1996; 12:2325-30.

Matlashewski G, Schneider J, Banks L, Jones N, Murray A, Crawford L.
Human papillomavirus type 16 DNA cooperates with activated ras in
transforming primary cells. EMBO J 1987; 6:1741-6.




169

Meireles Sl, Carvalho AF, Hirata R, et al. Differentially expressed genes in
gastric tumors identified by cDNA array. Cancer Lett 2003; 190:199-211.

Meireles Sl, Cristo EB, Carvalho AF, et al. Molecular classifiers for gastric

cancer and nonmalignant diseases of the gastric mucosa. Cancer Res 2004;

64:1255-65.

Mohr S Bottin MC Lannes B et al. Microdissection mRNA amplification and

microarray: a study of pleural mesaothelial and malignant mesothelioma cells.

Biochimie 2004; 86:13-9.

Mootha VK, Lindgren CM, Eriksson K-F, et al. PGC-1a-responsive genes
involved in oxidative phosphorylation are coordinately down regulated in
human diabetes. Nat Genet 2003: 34:267-73.

Munger K, Phelps WC, Bubb Howley M, Schlegel R. The E6 and E7 genes of
the human papillomavirus type 16 toghether are necessary and sufficient for

transformation of primary human keratinocytes. J Virol 1989; 63:4417-21.

Munoz N, Bosch FX. The causal link between HPV and cervical cancer and

its implications for prevention of cervical cancer. Bull Pan Am Health Organ

1996; 30:362-77.

Nair A, Venkatraman M, Maliekal TT, Nair B, Karunagaran D. NF-kappaB is
constitutively activated in high-grade squamous intraepithelial lesions and

squamous cell carcinomas of the human uterine cervix. Oncogene 2003,

22:50-8.

Nees M, Geoghegan JM, Hyman T, Frank S, Miller L, Woodworth CD.

Papillomavirus type 16 oncogenes downregulate expression of interferon-



170

responsive genes and upregulate proliferation-associated and NF-kappaB-
responsive genes in cervical keratinocytes. J Virol 2001, 75:4283-96.

Nickoloff BJ, Turka LA. Ketatinocytes key immunocytes of the integument.
Am J Pathol 1993; 143:325-31.

Nobbenhuis MAE, Walboomers JMM, Helmerhorst TJM, et al. Relation of
human papillomavirus status to cervical lesions and consequences for

cervical-cancer screening: a prospective study. Lancet 1999; 354:20-5.

O’'Connor M, Apt D, Bernard HU. DNA tumor viruses: papilloma. In: Bertino
JR, editor. Encyclopedia of cancer. San Diego: Academic Press; 1997.

p.520-31.

Pahl HL. Activators and target genes of Rel/NF-kappaB transcription factors.
Oncogene 1999; 18:6853-66.

Palefsky JM, Holly EA, Gonzales J, Ahn DK, Greenspan JS. Detection of

human papillomavirus DNA in anal intraepithelial neoplasia and anal cancer.

Cancer Res 1991; 51:1014-9.

Paul NL, Ruddle NH. Limphatoxin. Annu Rev Immunol 1988; 6:407-38.

Petry KU, Scheffel D, Bode U, et al. Cellular immunodeficiency enhances the

progression of human papillomavirus-associated cervical lesions. Int J

Cancer 1994: 57:836-40.

Pillai S, Bikle DD, Eessalu TE, Aggarwal BB, Elias M. Binding and biological
effects of tumor necrosis factor alpha on cultured human neonatal foreskin

keratinocytes. J Clin Invest 1989; 83:816-21.



171

Pim D, Collins M, Banks L. Human papillomavirus type 16 E5 gene stimulates
the transforming activity of the epidermal growth factor receptor. Oncogene

1992, 7:27-32.

Pirisi L, Yasumoto S, Feller M, Doniger J, DiPaolo JA. Transformation of
human fibroblasts and keratinocytes with human papillomavirus type 16 DNA.
J Virol 1987: 61:1061-6.

Pirisi L, Creek KE, Doniger J, DiPaolo JA. Continuous cell lines with altered
growth and differentiation properties originate after transfection of human
keratinocytes with human papillomavirus type 16 DNA. Carcinogenesis
1988; 9:1573-9.

Pirisi L, Zyzak LL, Geslani G, Creek KE. In vitro progression of HPV16-
immortalizad human keratinocytes is associated with a progressive loss of
sensitivity to growth inhibition by retinoic acid and transforming growth factor-

beta. In: Anais do 14" International Papillomavirus Conference; 1995:
Quebec (CA) 1995. p.166.

Pisani P, Bray F, Parkin DM. Estimates of the world-wide prevalence of

cancer for 25 sites in the adult population. Int J Cancer 2002; 97:72-81.
Ploegh HL. Viral strategies of immune evasion. Science 1998; 280:248-53.

Pol A, Pfundt R, Zeeuwen P, Molhuizen H, Schalkwijk J. Transcriptional
regulation of the elafin gene in human keratinocytes. J Invest Dermatol

2003; 120:301-7.

Pomeroy SL, Tamayo P, Gaasenbeek M, et al. Prediction of central nervous

system embryonaltumour outcome based on gene expression. Nature 2002;

415:436-42.



172

Quackenbush J. Computational analysis of microarray data. Nat Rev Genet

2001, 2:418-27.

Romanczuk H, Villa LL, Schlegel R, Howley PM. The viral transcriptional
regulatory region upstream of the E6 and E7 genes is a major determinant of
the differential Immortalization activities of human papillomavirus types 16 and

18. J Virol 1991; 65:2739-44.

Ronco L, Karpova AY, Vidal M, Howley M. Human papillomavirus 16 E6
oncoprotein binds to interferon regulatory factor-3 and inhibits its

transcriptional activity. Genes Dev 1998; 12:2061-72.

Rosl F, Lengert M, Albrecht J, et al. Differential regulation of the JE gene
encoding the monocyte chemoattractant protein (MCP-1) in cervical

carcinoma cells and derived hybrids. J Virol 1994; 68:2142-50.

Rothe J, Gehr G, Loetscher H, Lesslauer W. Tumor necrosis factor receptors:

structure and function. Immunol Res 1992; 11:81-90.

Rousseau MC, Franco EL, Villa LL, et al. A cumulative case-control study of
risk factor profiles for oncogenic and nononcogenic cervical human

papillomavirus infections. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2000; 9:469-

76.

Rozendaal L, Walboomers JMM, van den Linden JC, et al. PCR-based high
risk HPV test in cervical cancer screening gives objectives risk assessment of

women with cytomorphologically normal cervical smears. Int J Cancer 1996;

68:766-9.

Rubin BY, Anderson SL, Sullivan AS, Williamson BD, Carswell EA, Old LJ.
Nonhematopoietic cells selected for resistance to tumor necrosis factor

produce tumor necrosis factor. J Exp Med 1986; 164:1350-5.



Ruesch MN, Laimins LA. Initiation of DNA synthesis by human papillomavirus
E7 oncoproteins is resistant to p21-mediated inhibition of cyclin E-cdk2
activity. J Virol 1997; 71:5570-8.

Sadovnikova E, Strauss HJ. T cell epitops in human papillomavirus proteins

Behring. Inst Mitt 1994, 94:87-93.

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning: a laboratory manual.
3" ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2001.

Santin AD, Cane' S Bellone S, Bignotti E et al. The serine protease stratum
corneum chymotryptic enzyme (kallikrein 7) is highly overexpressed in

squamous cervical cancer cells. Gynecol Oncol 2004; 94:283-8.

Santoro MG, Rossi A, Amici C. NF-kB and virus infection: who controls whom.

EMBO J 2003, 11:2552-60.

Sasaki N, Morisaki T, Hashizume K, et al. Nuclear factor-kappaB p65 (RelA)
transcription factor is constitutively activated in human gastric carcinoma
tissue. Clin Cancer Res 2001; 7:4136-42.

Sato N, Fukushima N, Matsubayashi H, Goggins M. Identification of maspin
and S100P as novel hypomethylation targets in pancreatic cancer using

global gene expression profiling. Oncogene 2004, 23:1531-8.

Scheffner M, Werness BA, Huibregtse JM, Levine AJ, Howley M. The E6
oncoprotein encoded by human papillomavirus types 16 and 18 promotes the
degradation of p53. Cell 1990; 63:1129-36.




174

Scheffner M, Huibregtse JM, Vierstra RD, Howley M. The HPV-16 E6 and EB-
AP complex functions as a ubiquitin-protein ligase in the ubiquitination of p53.

Cell 1993; 75:495-505.

Schiffman MH, Bauer HM, Hoover RN, et al. Epidemiologic evidence howing
that human papillomavirus infection causes most cervical intraepithelial

neoplasia. J Natl Cancer Inst 1993; 85:958-64.

Schiller JT, Vass WC, Vousden KH, Lowy DR. The E5 open reading frame of
bovine papillomavirus type 1 encodes a transforming gene. J Virol 1986;

57:1-6.

Schilling B, De-Medina T, Syken J, Vidal M, Munger K. A novel human DnaJ
protein hTid-1 a homolog of the Drosophila tumor suppressor protein Tid56
can interact with the human papillomavirus type 16 E7 oncoprotein. Virology
1998; 247:74-85.

Schlegel R, Phelps WC, Zhang YL, Barbosa MS. Quantitative keratinocyte
assay detects two biological activities on human papillomavirus DNA and

identifies viral types associated with cervical carcinomas. EMBO J 1988;

7:3181-7.

Schoenfeld HJ, Poeschl B, Frey JR, et al. Efficient purification of recombinant
human tumor necrosis factor beta from E coli yields biologically active protein

with a trimeric structure that binds to both TNF receptors. J Biol Chem 1991;
266:3863-9.

Schutyser E, Struyf S, Van Damme J. The CC chemokine CCL20 and its
receptor CCR6. Cytokine Growth Factor Rev 2003; 14:409-26.



175

Schwarz E, Freese UK, Gissmann L, Mayer W, Roggenbuck B, zur Hausen
H. Structure and transcription of human papillomavirus type 18 and 16

sequence in cervical carcinoma cells. Nature 1985; 314:111-4.

Seeler JS, Dejean A. Nuclear and unclear functions of SUMO. Nat Rev Mol
Cell Biol 2003; 4:690-9.

Segal E, Shapira M, Regev A, et al. Module networks: identifying regulatory
modules and their condition-specific regulators from gene expression data.
Nat Genet 2003; 34:166-76.

Segal E, Friedman N, Kollerr D, Regev A. A module map showing conditional

activity of expression modules in cancer. Nat Genet 2004; 36:1090-98.

Seitz CS, Lin Q, Deng H, Khavari PA. Alterations in NF-kappaB function in
transgenic epithelial tissue demonstrate a growth inhibitory role for NF-
kappaB. Proc Natl Acad Sci U S A 1998; 95:2307-12.

Seitz CS, Deng H, Hinata K, Lin Q, Khavari PA. Nuclear factor kappaB
subunits induce epithelial cell growth arrest. Cancer Res 2000; 60:4085-92.

Sherlaw-Johnson C, Gallivan S, Jenkins D. Evaluating cervical cancer

screening programmes for developing countries. Int J Cancer 1997; 72:210-

6.

Silins I, Ryd W, Strand A, Wadell G, et al. Chlamydia trachomatis infection
and persistence of human papillomavirus. Int J Cancer 2005 Mar 8; [Epub

ahead of print]

Sitwala KV, Adams K, Markovitz DM. YY1 and NF-Y binding sites regulate
the transcriptional activity of the dek and dek-can promoter. Oncogene 2002;

21:8862-70.



176

Song G, Ouyang G, Bao S. The activation of Akt/PKB signaling pathway and
cell survival. J Cell Mol Med 2005, 9(1):59-71.

Soto U, Das BC, Lengert M, Finzer zur Hausen H, Résl F. Conversion of HPV
18 positive non-tumorigenic Hela-fibroblast hybrids to invasive growth
involves loss of TNF-o. mediated repression of viral transcription and

modification of the AP-1 transcription complex. Oncogene 1999; 18:3187-8.

Southern E, Mir K, Shchepinov M. Molecular interactions on microarrays. Nat

Genet 1999; 21(1 Suppl):5-9.

Sovak MA, Bellas RE, Kim DW, et al. Aberrant nuclear factor-kappaB/Rel
expression and the pathogenesis of breast cancer. J Clin Invest 1997;
100:2952-60.

Spitkovsky D, Hehner SP, Hofmann TG, Moller A, Schmitz ML. The human
papillomavirus oncoprotein E7 attenuates NF-kappa B activation by targeting

the Ikappa B kinase complex. J Biol Chem 2002; 277:25576-82.

Steenbergen RD, Parker JN, Isern S, et al. Viral E6-E7 transcription in the
basal layer of organotypic cultures without apparent p21cip1 protein precedes
immortalization of human papillomavirus type 16- and 18-transfected human
keratinocytes. J Virol 1998; 72:749-57.

Stolf BS, Carvalho AF, Martins WK, et al. Differential expression of IGFBP-5
and two human ESTs in thyroid glands with goiter, adenoma and papillary or

follicular carcinomas. Cancer Lett 2003: 191:193-202.

Storey A, Thomas M, Kalita A, et al. Role of p53 polymorphism in the
development of human papillomavirus-associated cancer. Nature 1998;

393:229-34.

FUNDAGA:

PRUDCH

—~ Tt ?!‘“!J?.&?—

g

i maa S
. £130%

w1

G _il.__i



177

Szatmary Z. Tumor necrosis factor-alpha: molecular-biological aspects

minireview. Neoplasma 1999; 46:257-66.

Talieri M, Diamandis EP, Gourgiotis D, Mathioudaki K, Scorilas A.
Expression analysis of the human kallikrein 7 (KLK7) in breast tumors: a new

potential biomarker for prognosis of breast carcinoma. Thromb Haemost

2004, 91:180-6.

Tartaglia LA, Weber RF, Figari IS, Reynolds C, Paladino MA, Goeddel D. The
two different receptors for tumor necrosis factor mediate distinct cellular
response. Proc Natl Acad Sci USA 1991, 88:9292-6.

Tartaglia LA, Rothe M, Hu YF, Goeddel D. Tumor necrosis factor's cytotoxic
activity is signaled by the p55 TNF receptor. Cell 1993; 73:213-6.

Tay SK, Jenkins D, Maddox Campion M, Singer A. Subpopulation of
Langerhans’ cells in cervical neoplasia. Br J Obstet Gynecol 1987; 94:10-5.

Termini L. Expressao diferencial de genes em células imortalizadas por
papilomavirus humano expostas ao TNFa. Sao Paulo, 2000. Dissertacao

(Mestrado em Ciéncias). Curso de Poés-Graduagdao Fundagao Antdénio

Prudente.

Thierry F, Yaniv M. The BPV1 E2 trans-acting protein can be either an
activator or a repressor of the HPV-18 regulatory region. EMBO J 1987;

6:3391-7.

Thomas M, Banks L. Human papillomavirus (HPV) E6 interactions with Bak
are conserved amongst E6 proteins from high and low risk HPV types. J Gen

Virol 1999; 80:1513-7.



178

Thompson DA, Zacny V, Belinsky GS, et al. The HPV E7 oncoprotein inhibits
tumor necrosis factor alpha-mediated apoptosis in normal human fibroblasts.

Oncogene 2001; 20:3629-40.

Thompson JE, Phillips RJ, Erdjument-Bromage H, Tempst P, Ghosh S. |
kappa B-beta regulates the persistent response in a biphasic activation of NF-
kappa B. Cell 1995; 80:573-82.

Tizard IR. Immunity at body surfaces. Vet Immunol 2000; 222-34.
Tohyama M, Shirakara Y, Yamasaki K, Sayama K, Hashimoto K.
Differentiated keratinocytes are responsible for TNF-alpha regulated
production of macrophage inflammatory protein 3alpha/CCL20 a potent
chemokine for Langerhans cells. J Dermatol Sci 2001; 27:130-9.

Tong X, Howley M. The bovine papillomavirus E6 oncoprotein interacts with
paxilin and disrupts the actin cytoesqueleton. Proc Natl Acad Sci USA 1997,

94:4412-7.

Tracey KJ. The inflammatory reflex. Nature 2002; 420:853-9.

Traenckner EB, Wilk S, Baeuerle PA. A proteasome inhibitor prevents
activation of NF-kappa B and stabilizes a newly phosphorylated form of |
kappa B-alpha that is still bound to NF-kappa B. EMBO J 1994; 13:5433-41.

Uhlik M, Good L, Xiao G, et al. NF-kappaB-inducing kinase and lkappaB
kinase participate in human T-cell leukemia virus | tax-mediated NF-kappaB
activation. J Biol Chem 1998; 273:21132-6.

Um SJ, Rhyu JW, Kim EJ, Jeon KC, Hwang ES, Park JS. Abrogation of IRF-1
response by high-risk HPV E7 protein in vivo. Cancer Lett 2002; 179:205-12.



179

van Hogerlinden M, Rozell BL, Ahrlund-Richter L, Toftgard R. Squamous cell
carcinomas and increased apoptosis in skin with inhibited Rel/nuclear factor-

kappaB signaling. Cancer Res 1999, 59:3299-303.

Vancurova |, Wu R, Miskolci V, Sun S. Increased p50/p50 NF-kappaB
activation in human papillomavirus type 6- or typeil1-induced laryngeal

papilloma tissue. J Virol 2002; 76:1533-6.

Verma IM, Stevenson JK, Schwarz EM, Van Antwerp D, Miyamoto S. Rel/NF-

kappaB family: intimate tales of association and dissociation. Genes Dev

1995; 9:2723-35.

Vieira KBL, Goldstein DJ, Villa LL. Tumor necrosis factor a interferes with the
cell cycle of normal and papillomavirus-immortalized human keratinocytes.

Cancer Res 1996; 56:2452-7.

Villa LL, Franco EL. Epidemiologic correlates of cervical neoplasia and risk of

human papillomavirus infection in asymptomatic women in Brazil. J Natl

Cancer Inst 1989; 81:332-40.

Villa LL, Schlegel R. Differences in transformation activity between HPV-18
and HPV-16 map to the viral LCR-EB-E7 region. Virology 1991; 181:374-7.

Villa LL, Vieira KBL, Pei X, Schlegel R. Differential effect of tumor necrosis
factor on proliferation of primary human keratinocytes and cell lines containing

human papillomavirus types 16 and 18. Mol Carcinog 1992; 6:5-9.

Villa LL. Human papillomaviruses and cervical cancer. Adv Cancer Res

1997; 71:321-41.



180

Vousden KH, Doniger J, Di Paolo JA, Lowy DR. The E7 open reading frame

of human papillomavirus type 16 encodes a transforming gene. Oncogene

Res 1988; 3:167-75.

Wajant H, Scheurich P. Tumor necrosis factor receptor-associated factor
(TRAF) 2 and its role in TNF signaling. Int J Biochem Cell Biol 2001; 33:19-

32,

Walboomers JM, Jacobs M, Manos MM, et al. Human papillomavirus is a

necessary cause of invasive cervical cancer worldwide. J Pathol 1999;

189:12-9.

Wallach D, Varfolomeev EE, Malinin NL, Goltsev YV, Kovalenko AV, Boldin
MP. Tumor necrosis factor receptor and Fas signaling mechanism. Annu Rev

Immunol 1999; 17:331-67.

Wang W, Abbruzzese JL, Evans DB, Larry L, Cleary KR, Chiao PJ. The
nuclear factor-kappa B RelA transcription factor is constitutively activated in

human pancreatic adenocarcinoma cells. Clin Cancer Res 1999; 5:119-27.

van't Veer LJ, Dai H, van de Vijver MJ, et al. Gene expresion profiling

predicts clinical outcome of breast cancer. Nature 2002; 415:530-6.

Watanabe S, Kanda T, Yoshiikke K. Human papillomavirus type 16
transformation of primary human embryonic fibroblasts requires expression of
open reading frames E6 and E7. J Virol 1989; 63:965-9.

Winkelstein WJ. Smoking and cervical cancer: current status: a review. Am J
Epidemiol 1990; 131:945-60.



181

Wong GHW, Tartaglia LA, Lee MS, Goeddel D. Antiviral activity of tumor
necrosis factor is signaled through the 55-kDa type 1 TNF receptor. J
Immunol 1992; 149:3550-3.

Woodworth CD, Waggoner S, Barnes W, Stoler MH, DiPaolo JA. Human
cervical and foreskin epithelial cells immortalized by human papillomavirus

DNAs exhibit dysplastic differentiation in vivo. Cancer Res 1990; 50:3709-15.

Xiao G, Harhaj EW, Sun SC. Domain-specific interaction with the ikappaB
kinase (IKK) regulatory subunit IKK gamma is an essential step in tax-
mediated activation of IKK. J Biol Chem 2000:; 275:34060-7.

Youssef EM, Chen XQ, Higuchi E, et al. Hypermethylation and silencing of
the putative tumor suppressor Tazarotene-induced gene 1 in human cancers.
Cancer Res 2004; 64:2411-7.

Zhang W, Laborde PM, Coombes KR, Berry DA, Hamilton SR. Cancer
genomics: promises and complexities. Clin Cancer Res 2001; 7:2159-67.

Zinkernagel RM, Ehl S, Aichele Oehen S, Kundig T, Hengartner H. Antigen
localisation regulates immune responses in a dose- and time-dependent

fashion: a geographical view of immune reactivity. Immunol Rev 1997;

156:199-209.

zur Hausen H. Papillomavirus infections: a major cause of human cancers.

Biochem Biophys Acta 1996; 1288:55-78.

zur Hausen H. Papillomavirus causing cancer: evasion from host-cell control

in early events in carcinogenesis. J Natl Cancer Inst 2000; 92:690-8.



Zwerschke W, Mazurek S, Massimi Banks L, Eigenbrodt E, Jansen-Durr P.
Modulation of type M2 pyruvate kinase activity by the human papillomavirus
type 16 E7 oncoprotein. Proc Natl Acad Sci USA 1999; 96:1291-6.



ANEXO




Anexo 1 - Lista dos genes diferencialmente expressos nas 24 comparagoes



OMPARAGAOQO: PHK_3/H16_3 p valor <0,0001

olo razao

jene  de expressao NOME DO GENE
(logy)
301 -1.78 hypothetical protein FLJ11301
: -1.20 splicing factor 3b, subunit 4
5 1.74 UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 5
3 3.79 potassium channel, subfamily K, member 6
0.45 NCK adaptor protein 2
1.81 phosphoglucomutase 1
-2.37 glycine dehydrogenase (decarboxylating; glycine decarboxylase,
glycine cleavage system protein P)
1.20 polymerase (DNA directed) sigma
i851 1.90 chromosome 15 open reading frame 24
AB 1.02 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 6
11 4.27 protease, serine, 11 (IGF binding)
1.41 ectodermal-neural cortex (with BTB-like domain)
1.69 RER1 retention in endoplasmic reticulum 1 homolog
-2.09 maltase-glucoamylase (alpha-glucosidase)
-6.60 inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase C
PB -1.19 chromosome 2 open reading frame 30
2.53 ribosomal protein L15
)11 3.20 ankyrin repeat domain 11
1.28 CD44 antigen (homing function and Indian blood group system)
1.98 solute carrier family 38, member 2
F4 -6.59 chemokine-like factor super family 4
2.26 signal recognition particle 72kDa
3P2 -3.79 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 2
2 -0.62 zinc finger protein 262
3 0.93 zinc finger protein 266

-5.38 exostoses (multiple)-like 2




OMPARAGAQ: PHK_3/H18_3 p valor <0,0001

olo razao

lene de expressdao NOME DO GENE
(log2)
E2 -6.89 microtubule-associated protein, RP/EB family, member 2

-3.33 B-cell CLL/lymphoma 3
2 -1.90 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 52

-5.84 lipocalin 7
3 -6.69 cyclin M3
-6.16 inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase C
-1.85 ubiquitin-conjugating enzyme E21 (UBC9 homolog, yeast)
I5 -6.30 potassium channel tetramerisation domain containing 15
-6.38 G protein-coupled receptor kinase interactor 1
iF4 -6.26 chemokine-like factor super family 4
-1.90 upstream binding protein 1 (LBP-1a)
00 -4.33 hypothetical protein FLJ10700
-3.15 interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor)
-2.80 secretory leukocyte protease inhibitor (antileukoproteinase)
-1.61 ADP-ribosylation factor 4-like
) -3.85 sperm associated antigen 9
i -0.95 surfeit 5
0.67 membrane interacting protein of RGS16
DJMPARACAO: H16_3/H18_3 p valor <0,0001
olo razao
ene de expressao NOME DO GENE
(log2)
3 -1.47 chromosome 6 open reading frame 48
5(gamr -6.16 SPTF-associated factor 65 gamma
2 1.03 target of myb1-like 2 (chicken)

-1.23 spastic paraplegia 20, spartin (Troyer syndrome)




OMPARAGAOQ: PHK_60/H16_60 p valor <0,0001

lo razao

1e de expressdao NOME DO GENE
(log2)
311 2.85 hypothetical protein FLJ21511
2.48 roundabout, axon guidance receptor, homolog 1 (Drosophila)
H -1.06 suppressor of Ty 5 homolog (S. cerevisiae)
32 -1.69 lactamase, beta 2
-2.19 2',5-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa
-1.41 transferrin receptor (p90, CD71)
3 -1.41 cytochrome ¢ oxidase subunit VIlb
9 -2.15 interferon-induced protein 44
2.16 ornithine decarboxylase 1
A 1.54 protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic subunit,
alpha isoform (calcineurin A alpha)
0.63 pyruvate dehydrogenase (lipoamide) beta
-1.55 mesoderm specific transcript homolog (mouse)
1.77 5'-nucleotidase, ecto (CD73)

1 -1.69 TSPY-like 1




OMPARACAO: PHK_60/ H18_60 p valor <0,0001

olo razao

lene de expressao NOME DO GENE
(log2)
-2.09 stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase)
-2.33 cellular repressor of E1A-stimulated genes 1
-2.45 fibroblast activation protein, alpha
sF6 2.22 chemokine-like factor super family 6
C -1.18 RUN domain containing 1
3 -4.22 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3
213 ornithine decarboxylase 1
-4.26 latexin
1851 -1.63 chromosome 15 open reading frame 24
-1.86 mal, T-cell differentiation protein 2
-1.44 Ufm1-conjugating enzyme 1
i 2.37 chloride channel, calcium activated, family member 4
19642 -2.15 O-acyltransferase (membrane bound) domain containing 2
-3.37 activating transcription factor 7
333 -0.65 hypothetical protein FLJ34633
-1.38 protein 7 transactivated by hepatitis B virus X antigen (HBxAQ)
Al -1.99 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 1
311 1.95 hypothetical protein FLJ21511
P1 3.68 ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 1
; -2.71 peripheral myelin protein 22
-2.57 interleukin 4 receptor
-1.57 tumor suppressing subtransferable candidate 1
1.47 chloride intracellular channel 4
1 1.36 Nedd4 family interacting protein 1
1 -2.01 TSPY-like 1
5(gamr ~8.17 SPTF-associated factor 65 gamma
2.34 cullin 4A
-1.53 transferrin receptor (p90, CD71)
5 -1.74 zinc finger protein 335
- 2.02 cadherin 18, type 2
329 -2.23 KIAA1529
-2.91 signal seq. receptor, delta (translocon-associated protein delta)
12 1.80 Notch homolog 2 (Drosophila)
M 1.25 centaurin, delta 1
-3.04 kallikrein 8 (neuropsin/ovasin)
-1.25 RER1 retention in endoplasmic reticulum 1 homolog (S. cerevisiae)
! 2.01 roundabout, axon guidance receptor, homolog 1 (Drosophila)
IP1 -1.02 protein kinase C binding protein 1
-1.66 cyclin-dependent kinase (CDC2-like) 10
-2.15 mitochondrial translation optimization 1 homolog (S. cerevisiae)
i -2.90 potassium channel, subfamily K, member 6
| 1.00 myosin, heavy polypeptide 10, non-muscle
* 2.40 sarcolemma associated protein

-1.76 karyopherin alpha 6 (importin alpha 7)



-2.20
IA9 -1.54
7 -2.29
-0.93
853 0.83
A3 -0.68
A3 =1.90
-4.79
3 2.45
1.85
43 1.58
3 -1.15
-2.08
5 0.79
H1 -1.74
-1.38

exportin 7

solute carrier family 30 (zinc transporter), member 9
family with sequence similarity 46, member A

RNA terminal phosphate cyclase-like 1

KIAAD853

solute carrier family 37 (glycerol-3-phosphate transporter),
member 3

pleckstrin homology-like domain, family A, member 3
procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline
4-hydroxylase), beta polypeptide (protein disulfide isomerase;
thyroid hormone binding protein p55)

methionine adenosyltransferase |l, beta

ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 (2H9)
cytochrome ¢ oxidase subunit VIlb

BENE protein

hect domain and RLD 3

suppressor of Ty 4 homolog 1 (S. cerevisiae)
calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase
(MAGUK family)

JMPARACAO: H16_60/ H18_60

p valor <0,0001

olo razao
ane de expressao NOME DO GENE
(log2)
-3.82 latexin
) 2.97 interferon-induced protein 44
3(garr -6.30 SPTF-associated factor 65 gamma
-0.72 pyruvate dehydrogenase (lipoamide) beta
3642 -1.27 O-acyltransferase (membrane bound) domain containing
P1 -0.86 protein kinase C binding protein 1
1 -1.66 YME1-like 1 (S. cerevisiae)
°B 0.51 chromosome 2 open reading frame 30

JMPARAGAO: PHK_3/PHK_60

p valor <0,0001

slo razao
:ne  de expressao NOME DO GENE
(log2)
=6 -2.27 chemokine-like factor super family 6
-3.09 peroxisome proliferative activated receptor, alpha
= -7.19 chemokine-like factor super family 4
P2 -4.08 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 2
1.43 stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase)
-1.92 metastasis associated 1 family, member 2
1 1.24 RUN domain containing 1
3 -7.23 potassium channel tetramerisation domain containing 15
-2.32 roundabout, axon guidance receptor, homolog 1 (Drosophila)
2 1./4 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase
-0.73 DNA fragmentation factor, 45kDa, alpha polypeptide




DMPARACAO: H16_3/ H16_60 p valor <0,0001

olo razao

ene de expressio NOME DO GENE
(log2)
247 -1.42 KIAA0247
18 -1.78 NEDDS8 ultimate buster-1
0.94 CD44 antigen (homing function and Indian blood group system)
61 -1.26 ethanolamine kinase 2
2124 -4.56 hypothetical protein MGC32124
-2.08 beta-2-microglobulin
1 -1.57 TSPY-like 1
73 -1.37 PRO1073 protein
-1.40 OCIA domain containing 1
0.91 surfeit 5
1 0.93 BCL2-like 1
130 -1.95 chromosome 14 open reading frame 130
-2.00 interferon, gamma-inducible protein 16
YMPARAGCAO: H18_3/H18_60 p valor <0,0001
slo razao
:ne de expressao NOME DO GENE
(log2)
; -1.31 chromosome 6 open reading frame 48
-2.09 cyclin-dependent kinase (CDC2-like) 10
-3.87 latexin
2.29 cathepsin C
3.21 thrombospondin 1
1.97 ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1
-1.73 Cellular Repressor of E1A-stimulated Genes
2.10 fibroblast growth factor binding protein 1
-1.48 mitochondrial translation optimization 1 homolog (S. cerevisiae)
-1.06 ubinuclein 1
I 1.68 collagen, type IV, alpha 1
-2.70 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3
-0.93 Ufm1-conjugating enzyme 1
14 -0.99 chromosome 14 open reading frame 114

1.35 chromosome 20 open reading frame




COMPARAGAO: PHK_3/PHK_T3 p valor <0,0001

yolo razao
jene  de expressao NOME DO GENE
(log2)
3F4 -6.16 chemokine-like factor super family 4
E2 -6.88 microtubule-associated protein, RP/EB family, member 2
3P2 -3.16 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 2
-1.57 integrin, alpha 6
A -2.80 peroxisome proliferative activated receptor, alpha
-3.40 B-cell CLL/lymphoma 3
-1.78 desmocollin 3
11 2.45 ankyrin repeat domain 11
00 -4.31 hypothetical protein FLJ10700
5 -1.43 nucleoporin 205kDa
5 -6.25 potassium channel tetramerisation domain containing 15
3 -6.68 cyclin M3
120 -3.65 chromosome 14 open reading frame 120
-6.09 inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase C
-6.29 G protein-coupled receptor kinase interactor 1
-5.82 lipocalin 7
-3.81 sperm associated antigen 9
\ -2.07 nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer
in B-cells inhibitor, alpha
-3.09 interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor)
-3.84 kallikrein 2, prostatic
-5.62 very low density lipoprotein receptor
OMPARACAO: PHK_60/PHK_T60 p valor <0,0001
o razao
ne de expressao NOME DO GENE
(log2)
488 0.68 THAP domain containing, apoptosis associated protein 3
1.71 mal, T-cell differentiation protein 2
-2.42 superoxide dismutase 2, mitochondrial
-2.30 nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer

in B-cells inhibitor, alpha




SOMPARACAO: PHK_T3/ PHK_T60

p valor <0,0001

olo razao
ene de expressao NOME DO GENE
(logy)
111 -1.83 hypothetical protein FLJ21511
1.59 splicing factor, arginine/serine-rich 3
-1.29 PP784 protein
31 1.87 RUN domain containing 1
3 0.89 protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide
F10 0.94 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 10
- -0.57 hect domain and RLD 3
A9 1.10 solute carrier family 30 (zinc transporter), member 9
1.26 fibroblast growth factor binding protein 1
06 2.24 thioesterase domain containing 1
-0.96 serine threonine kinase 39 (STE20/SPS1 homolog, yeast)
1.39 carbonic anhydrase XIV
0.83 protein phosphatase 1B (formerly 2C),
magnesium-dependent, beta isoform
112 endoplasmic reticulum thioredoxin superfamily member, 18 kDa

OMPARACAO: H16_3/H16_T3

p valor <0,0001

o razao
ne de expressao NOME DO GENE
(log2)
-1.93 chemokine (C-C motif) ligand 20

DMPARAGAO: H16_60/ H16_T60

p valor <0,0001

lo razao

ne de expressido NOME DO GENE

(log2)

-2.029659266 superoxide dismutase 2, mitochondrial

DMPARAGAO: H16_T3/H16_T60

p valor <0,0001

lo razao
ne de expressaoc NOME DO GENE
(log2)
3.27 chemokine (C-C motif) ligand 20
-1.62 protein kinase, AMP-activated, beta 1 non-catalytic subunit
6 1.82 timeless-interacting protein
2.75 ornithine aminotransferase (gyrate atrophy)
3 1.38 hypothetical protein FLJ13213
1.96 natural killer-tumor recognition sequence
-0.80 source of immunodominant MHC-associated peptides
54F( 1.45 DKFZP564F0522 protein
0.98 exosome component 9
1.42 centrin, EF-hand protein, 3 (CDC31 homolog, yeast)
1.05 RAN binding protein 5




COMPARAGAO: H18_3/H18_T3 p valor <0,01

)olo razao

jene  de expressao NOME DO GENE
(log2)
| -1.12 chemokine (C-C motif) ligand 20
| 0.17 poly(rC) binding protein 1
JOMPARAGCAO: H18_60/H18_T60 p valor <0,0001
olo razao
ene de expressdo NOME DO GENE
(log2)
) -1.42 laminin, alpha 3
A3 -1.75 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3
"OMPARACAO: H18_T3/H18_T60 p valor <0,0001
olo razao
ane de expressao NOME DO GENE
(log2)
213 chemokine (C-C motif) ligand 20
-0.61 ataxin 2-binding protein 1
1.19 Huntingtin interacting protein K
-3.21 latexin
-1.29 NSE1
21 1.87 ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 1
-1.64 cellular repressor of E1A-stimulated genes 1
i 1.54 chromosome 20 open reading frame 6
-3.19 PCTAIRE protein kinase 3
2.25 fibroblast growth factor binding protein 1
-1.09 cysteinyl-tRNA synthetase
-1.20 ubinuclein 1
-2.30 G protein-coupled receptor 56
1.04 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 9
| 1.38 collagen, type IV, alpha 1
-1.82 sialyltransferase 7 ((alpha-N-acetylneuraminyl-2,3-beta-
galactosyl-1,3)-N-acetyl galactosaminide alpha-2,6-sialyltransferase) B
1.07 lamin B receptor
1T NO QUERY
-1.26 ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6

1.26 meningioma expressed antigen 5 (hyaluronidase)




SOMPARACAO: PHK_T3/H16_T3 p valor <0,0001

1olo razao

iene de expressao NOME DO GENE
(log2)
310 1.18 KIAA0310
14 2.37 transforming growth factor beta 1 induced transcript 4
=F10 2.71 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 10
2.28 fibroblast growth factor binding protein 1
242 trophoblast glycoprotein
R 1.90 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase
1 4.71 protease, serine, 11 (IGF binding)
06 2.55 thioesterase domain containing 1
3 1.61 protein phosphatase 1B (formerly 2C),
magnesium-dependent, beta isoform
88 2.84 hypothetical protein FLJ11588
1.73 eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 alpha, 35kDa
3619 1.92 hypothetical protein MGC12103
3.31 integrin, alpha 6
2.49 plasminogen activator, urokinase
1.62 RER1 retention in endoplasmic reticulum 1 homolog (S. cerevisiae)
1.68 source of immunodominant MHC-associated peptides
-1.83 splicing factor 3b, subunit 4, 49kDa
) 1.88 ring finger protein 130
1.99 transmembrane channel-like 4
2.06 FK506 binding protein 5
-0.64 transmembrane protein 2
30 1.54 hypothetical protein PRO2730
351 2.14 chromosome 15 open reading frame 24
3.94 chromosome 1 open reading frame 43
-1.31 peroxisomal biogenesis factor 3
2.41 CCCTC-binding factor (zinc finger protein)
1 1.36 protein kinase, AMP-activated, beta 1 non-catalytic subunit
2.28 spermidine/spermine N1-acetyltransferase 2
4.30 farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1
3 115 PRO1073 protein
-0.62 active BCR-related gene
-1.35 growth and transformation-dependent protein
1.64 translation factor sui1 homolog
1.15 ectodermal-neural cortex (with BTB-like domain)
-2.69 enabled homolog (Drosophila)
11 1.35 hypothetical protein FLJ21511
2.87 laminin, alpha 3
A 1.61 suppressor of var1, 3-like 1 (S. cerevisiae)
-2.13 poly (ADP-ribose) glycohydrolase
1.36 LIM domain kinase 2
191 1.74 hypothetical protein DJ167A19.1
-1.86 chemokine (C-C motif) ligand 20
4.38 odd-skipped related 1 (Drosophila)
1.60 zinc finger protein 90 homolog (mouse)

-1.22 ACNS9 homolog (S. cerevisiae)
-2.77 ornithine aminotransferase (gyrate atrophy)



1.64 phosphoglucomutase 1
2.24 hypothetical protein H41
1.45 microtubule-associated protein 4
-1.68 pogo transposable element with ZNF domain
3 1.28 vesicle-associated membrane protein 3 (cellubrevin)
1 2.48 protein phosphatase 4, regulatory subunit 1
1661 -1.01 dpy-30-like protein
1.90 cullin 1
111 -0.93 chromosome 20 open reading frame 111
A3 1.73 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3
1434D( 1.08 SH3 domain protein D19
194 -0.68 KIAA0494 gene product
-1.06 glutathione reductase
-3.13 mal, T-cell differentiation protein 2
1.14 CD44 antigen (homing function and Indian blood group system)
-1.24 2' 5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa
i2 -1.86 lactamase, beta 2
1.78 lymphocyte cytosolic protein 1 (L-plastin)
-1.66 epithelial cell transforming sequence 2 oncogene
4E 1.18 DNA segment on chromosome 4 (unique) 234 expressed sequence
0.86 PP784 protein
'BPA -0.92 CDC42 binding protein kinase alpha (DMPK-like)
173 -0.99 sterile alpha motif domain containing 9
-1.50 RNA binding motif (RNP1, RRM) protein 3
3.62 peptidylprolyl isomerase B (cyclophilin B)
2.10 lipopolysaccharide-induced TNF factor
1.39 ADP-ribosylation factor 1
| -0.80 nuclear receptor coactivator 1
/ 0.99 fem-1 homolog c (C.elegans)
714 -1.05 chromosome 17 open reading frame 32
4.03 activating transcription factor 7
-0.54 G protein pathway suppressor 1
586N 2.26 SMAD, mothers against DPP homolog 3 (Drosophila
i71 -0.67 KIAA1671 protein
| -0.81 tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, eta polypeptide
\2B1 -1.18 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1
-0.72 myosin, heavy polypeptide 10, non-muscle
3 2.70 AT rich interactive domain 1B (SWIl1-like)
89 -1.07 hypothetical protein FLJ13089
5 3.16 mitochondrial ribosomal protein S15




SOMPARACAOQ: PHK_T3/H18_T3 p valor <0,0001

)olo razao

jene de expressao NOME DO GENE
(log2)
11 475 protease, serine, 11 (IGF binding)
-3.76 mal, T-cell differentiation protein 2
-2.04 splicing factor 3b, subunit 4, 49kDa
1.65 fibroblast growth factor binding protein 1
2.06 5'-nucleotidase, ecto (CD73)
B -1.14 inositol polyphosphate-4-phosphatase, type I, 105kDa
-0.62 hexosaminidase B (beta polypeptide)
A3 0.68 solute carrier family 41, member 3
| -1.39 YME1-like 1 (S. cerevisiae)
1.39 ornithine decarboxylase 1
5(garr -4.79 SPTF-associated factor 65 gamma
) 1.09 aryl-hydrocarbon receptor nuclear translocator 2
3400 0.78 transcription elongation factor A (Sll)-like 8
:OMPARAQﬁO: H16_T3/H18_T3 p valor <0,0001
olo razao
ane de expressao NOME DO GENE
(log2)
Tir2 2',5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa
5(garr -5.54 SPTF-associated factor 65 gamma
361 0.92 dpy-30-like protein
3 -1.39 chromosome 6 open reading frame 48
OMPARAQI\O: PHK_T60/ H16_T60 p valor <0,0001
slo razao
:ne de expressao NOME DO GENE
(log2)
-2.24 mal, T-cell differentiation protein 2
A 1.29 transcription elongation regulator 1
3.30 discoidin, CUB and LCCL domain containing 2
488 -1.63 THAP domain containing, apoptosis associated protein 3
2.28 dedicator of cytokinesis 9
-1.21 Chp/p300-interacting transactivator with Glu/Asp-rich
carboxy-terminal domain1
2.54 sarcolemma associated protein
-0.53 tachykinin receptor 2
1 3.38 protease, serine, 11 (IGF binding)
2 1.50 Notch homolog 2 (Drosophila)
-0.54 formin binding protein 3
212 fibroblast growth factor binding protein 1
1.67 FKS506 binding protein 5
1.56 trans-prenyltransferase

-1.26 protective protein for beta-galactosidase (galactosialidosis)




JOMPARACAO: PHK_T60 / H18_T60

p vailor <0,0001

olo razao
ene de expressao NOME DO GENE
(log2)
3 -2.54 myosin VB
-4.50 mal, T-cell differentiation protein 2
-2.13 G protein-coupled receptor 56
-3.12 latexin
3400 0.85 transcription elongation factor A (Sll)-like 8
35 -1.93 mitochondrial ribosomal protein S35
11 2.31 hypothetical protein FLJ21511
-2.12 splicing factor 3b, subunit 4, 49kDa
4| -1.98 RUN domain containing 1
-1.06 mesoderm specific transcript homolog (mouse)
1 4.89 protease, serine, 11 (IGF hinding)
3.83 cystatin A (stefin A)
-3.79 normal mucosa of esophagus specific 1
-1.73 glycine C-acetyltransferase
(2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase)
2.68 RAB31, member RAS oncogene family
\9 -1.91 solute carrier family 30 (zinc transporter), member 9
-4.01 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3
2.08 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3
-2.05 peripheral myelin protein 22
2.62 discoidin, CUB and LCCL domain containing 2
39:1 -1.60 hypothetical protein DJ167A19.1
2.82 snail homolog 2 (Drosophila)
-0.93 RER1 retention in endoplasmic reticulum 1 homolog
(S. cerevisiae)
2.23 chloride channel, calcium activated, family member 4
A1 -2.20 Sec61 alpha 1 subunit (S. cerevisiae)
-1.23 Cbp/p300-interacting transactivator with Glu/Asp-rich
carboxy-terminal domain1
-2.71 potassium channel, subfamily K, member 6
£24 -2.07 zinc metallopeptidase (STE24 homolog, yeast
i(garr -6.09 SPTF-associated factor 65 gamma
6 2.05 chemokine-like factor super family 6
-2.24 translocation associated membrane protein 1
P1 -1.57 RAN binding protein 1
1.61 sarcolemma associated protein
-1.61 breast cancer membrane protein 101
6 -3.46 chromosome 10 open reading frame 76
219 meningioma expressed antigen 5 (hyaluronidase)
2.09 superoxide dismutase 2, mitochondrial
2B -2.32 adenosine A2b receptor
-3.00 peptidylprolyl isomerase B (cyclophilin B)
\ 1.69 chromatin assembly factor 1, subunit A (p150)
-0.85 signal peptide peptidase 3
-2.09 family with sequence similarity 46, member A
2.58 5'-nucleotidase, ecto (CD73)

-5.11 lipocalin 2 (oncogene 24p3)



b 2.04 myosin X
A\ 1.41 parvin, alpha
-3.12 golgi-specific brefeldin A resistance factor 1
0.85 HCF-binding transcription factor Zhangfei
; -1.37 ubiquitin carboxyl-terminal esterase L3 (ubiquitin thiolesterase)
2.63 fibroblast growth factor binding protein 1
B 192 jumonji domain containing 1B
A1 1.89 casein kinase 1, alpha 1
12 -1.47 golgi phosphoprotein 2
1.66 enabled homolog (Drosophila)
1 -2.29 EPS8-like 1
-2.84 fibroblast activation protein, alpha
12 1.52 Notch homolog 2 (Drosophila)
-1.84 enthoprotin
3 -1.53 protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide
204 -1.68 clone HQ0477 PRO0477p
3 -1.61 chromosome 6 open reading frame 48
-1.84 chromosome 1 open reading frame 43
-4.57 HS1 binding protein
-1.24 Ufm1-conjugating enzyme 1
-3.47 capping protein (actin filament), gelsolin-like
-2.35 cellular repressor of E1A-stimulated genes 1
iP1 -1.18 protein kinase C binding protein 1
2 -1.50 lactamase, beta 2
118 -0.65 ultimate buster-1
-2.53 signal sequence receptor, delta
(translocon-associated protein delta)
-2.56 testis derived transcript (3 LIM domains)
5 -1.90 UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 5
-1.19 HIRA interacting protein 5
-2.10 mitochondrial translation optimization 1 homolog (S. cerevisiae)
0.65 zinc finger protein 38
AP2 -1.10 CDKS5 regulatory subunit associated protein 2
) 1.19 chromosome 1 open reading frame 25
3 -0.95 SEC22 vesicle trafficking protein-like 3 (S. cerevisiae)
-1.08 tumor suppressing subtransferable candidate 1
21 3.47 ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 1
-3.10 activating transcription factor 7
P1 -1.08 SH3-domain kinase binding protein 1
-0.71 microtubule-associated protein 1B
PPT -1.11 aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase-phosphopantetheinyl
transferase
-2.57 TH1-like (Drosophila)
-1.65 interleukin 4 receptor
) -1.29 WD repeat domain 13
-1.67 MCM2 minichromosome maintenance deficient 2,
mitotin (S. cerevisiae)
D1 -1.03 tumor-associated calcium signal transducer 1
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SOMPARAGAO: H16_T60 / H18_T60 p valor <0,0001

volo razao

lene de expressao NOME DO GENE
(log2)
3 -2.88 myosin VB
2.50 superoxide dismutase 2, mitochondrial
-2.25 mal, T-cell differentiation protein 2
5(gamrr -6.02 SPTF-associated factor 65 gamma
-0.90 Era G-protein-like 1 (E. coli)
P1 112 ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 1
42 -1.46 golgi phosphoprotein 2
A9 -1.04 solute carrier family 30 (zinc transporter), member 9
-2.10 ribosomal protein L15
| -1.90 normal mucosa of esophagus specific 1

1.05 likely ortholog of rat vacuole membrane protein 1




Anexo 2 - Artigo: Differentially expressed genes in gastric tumors identified

by cDNA array
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tract

sing cDNA fragments from the FAPESP/IICR Cancer Genome Project, we constructed a ¢cDNA array having 4512
1ents and determined gene expression in six normal and six tumor gastric tissues. Using f-statistics, we identified 80 cDNAs
se expression in normal and tumor samples differed more than 3.5 sample standard deviations. Using Self-Organizing Map,
expression profile of these cDNAs allowed perfect separation of malignant and non-malignant samples. Using the
srvised learning procedure Support Vector Machine, we identified trios of cDNAs that could be used to classify samples as
nal or tmor, based on single-array analysis. Finally, we identified genes with altered linear correlation when their
ession in normal and tumor samples were compared. Further investigation concerning the function of these genes could
ribute to the understanding of gastric carcinogenesis and may prove useful in molecular diagnostics.

002 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

worddy: Gene expression; Gastric cancer; cDNA array; Molecular marker

atroduction in cancer-related deaths (IARC home page: http://
www.dep.iarc.fr).

At the molecular level, little is known about the
mechanisms involved in gastric carcinogenesis. As
established for tumors in general, it was proposed that,
for gastric adenocarcinomas, accumulation of genetic
alterations in a multistep fashion would correlate with

. ) ) disease progression and differences between diffuse
orresponding author. Tel.: - 55-11-3207-4922; fax: +55-11- : . : . :
2001, and intestinal type adenocarcinomas would be linked
-mail address: reis@ludwig.org.br (L.F.L. Reis). to distinct mutation pathways [2]. These genetic

Juring the last 10 years, the incidence of gastric
:er is declining worldwide but, nevertheless, it is
a tumor of high incidence [1]. Worldwide, tumors
1e stomach are the fourth in incidence and second

3835/02/% - see front matter © 2002 Elsevier Science Treland Ltd. All rights reserved.
0.1016/50304-3835(02)00587-6



S0 Meireles et al. / Cancer Letters 190 (2003) 199-211

rations can be either chromosomal aberrations or
fined to mutations in one or more genes.
“or chromosomal aberrations, several studies
lying comparative genomic hybridization ident-
1 the 20q region as the most frequent gain. Other
juent gains were observed at 6p, 7q, 8q, and 17q
losses were at 4q, 5q, 9p, and 18q [3-5]. A high
:1 amplification of the region 17ql2-21 was
aorved in the intestinal type of tumors [4] and
rescent in situ hybridization analyses using probes
zither gastrin or ERBB2 revealed that both genes
= simultaneously amplified [6]. Using at least two
ldy polymorphic microsatellite markers for each
acrocentric chromosomal arm, an exhaustive
mning for loss of heterozygosity (LOH) revealed
ificant LOH at several loci such as 3p, 4p, 5q, 8p,
13q, 17p, and 18q, suggesting the presence of
ntial tumor suppressor genes |7].
Itered expression of genes known to play arole in
genic transformation has also been detected in
‘ic cancer, either in freshly isolated tissue or in
lines. It is well documented that mutations in the
gene is a frequent event in gastric cancer and
:ted in as much as 50% of advanced cases [8,9].
estingly, p53 knockout mice, carrying either one
/0 mutated alleles appear to be more sensitive to
rimental Helicobacter infection | 10)]. Other genes
altered expression or frequently amplified in
ic cancer are cErbB2 and c-met [11], TGF-BII
stor [12], e-Cadherin [13,14], B-Catenin []5],
1g others.
nother tumor type of gastric cancer that accounts
% of the cases is designated GIST (gastrointes-
stromal tumor) and comprises the majority of
ointestinal mesenchymal tumors (reviewed by
‘inen and colleagues [16]). At the molecular
5, GIST is commonly associated with losses in
nosomes 14 and 22 whereas gain or high-level
ification is observed in 3q, 8q, Sp, and Xp [17,
viutations in the c-Kit gene have been frequently
iated with GIST [19,20] and these tumors
ed a remarkably homogeneous gene expression
g [21}:
ore recently, several groups described the
ation of high throughput methodology in order
:ntify genes differentially expressed in gastric
r[3,22-24].
¢ FAPESP/IICR Human Genome Cancer Pro-

ject finished a major effort in sequencing over
1 100 000 ORESTES (open reading frame ESTs)
derived from various tumor types and a significant
proportion of yet unknown sequences were generated
[25]. Taking advantage of the clone collection
generated by this project, we constructed a ¢cDNA
array and searched for genes differentially expressed
in normal versus tumor gastric mucosa and searched
for differentially expressed genes that could dis-
tinguish between normal and tumor tissues. Detailed
analysis of the genes could help in understanding the
molecular events related to gastric carcinogens and
also, could bring some improvement towards diag-
nostics and prognostics of gastric cancer.

2. Materials and methods
2.1. Tissue specimens and RNA extraction

Fresh tissues from surgically resected gastric
cancers were collected by the Gastric Surgery
Department from Hospital do Cancer AC Camargo,
Sao Paulo. All patients signed an informed consent
and the project was approved by the in-house ethics
committee. Six gastric tumors (four adenocarcinomas
and two gastrointestinal stromal tumors) and six, not
paired, disease-free gastric mucosa were used. Dis-
ease-free tissue from tumor margins or obtained from
radical gastrectomy was considered as normal tissue.
At the time of RNA extraction, histological confir-
mation of normal or tumor status was performed by
hematoxylin—eosin staining of frozen sections. The
frozen sections were also used for dissection of
samples in order to enrich for tumor cells (see Fig. 1,
upper pancls). Only samples with at least 70% of
tumor tissue and negative for infiltrating inflammatory
cells were further processed. In the case of normal
samples, only gastric mucosa was used. Total RNA
was extracted using TRIzol Reagent (Life Technol-
ogies, Grand Island, NY) following the procedure
recommended by manufacturer.

2.2. Production of cDNA arrays
A collection of 4512 ORESTES fragments derived

from the FAPESP/LICR Human Cancer Genome

Project [25] was immobilized in nylon membranes.
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ositive control for labeling and hybridization, we
ed, in serial dilutions, a cDNA corresponding to a
nent of the lambda phage Q gene. Bacterial
s were grown in LB medium containing 7.5%
:rol and, from each clone, the cDNA insert was
ified by polymerase chain reaction (PCR), using
reverse and forward primers in a final volume of
pl. From all 4512 PCR products, 5 pl were
onated through a 1% agarose gel in order to
ty control DNA products and the remaining 95 pl
purified with QIAquick 96 PCR purification kit
ien) or Sephadex G50 (Amershan Pharmacia).
ed DNA was printed onto nylon membranes by
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Identification of genes differentially expressed in gastric
Schematic representation of our experimental design. (A,B)
:ntation of the dissecting procedure were only the invasive
of an adenocarcinoma was excised and processed for RNA
on. Each RNA sample was hybridized with three identical
(C) Representative image of our nylon array afler
zation with [a-"'P]dCTP-labeled ¢DNA. Signals were
d on a phosphorimager and data was acquired by the
ision software using.gel files.

Flexys robot (Genomic Solutions, UK) using a 96 flat
pinhead in 96 blocks of 7 X 7 elements.

2.3. Labeling, hybridization, and scanning of arrays

Thirty micrograms of total RNA were contami-
nated with a defined concentration of synthetic,
polyadenylated RNA corresponding to the lambda
phage Q gene. To this mix, we added 2.0 pg (dT);s in
a final volume of 11 pl of water, and the mix was
heated to 70 °C for 10 min and subsequently cooled to
43 °C. Reverse transcription was performed in a total
volume of 50 wl using Superscript II reverse
transcriptase (Life Technologies Inc.) for 2 h at 43
°C in the presence of 0.25 mM each of dATP, dGTP
and dTTP, 1.66 pM-dCTP and 30 pCi of
[«-*P]JdCTP (3000 Ci/mmol; Amersham, UK).
Subsequently, 1.5 pl 1% SDS, 1.5 nl 0.5 M EDTA
and 3 pl 3 M NaOH were added and the RNA was
hydrolyzed for 30 min at 65 °C and 15 min at room
temperature. The solution was then neutralized with
1.5 wl I M Tris—HCI (pH 8) and 4.5 pl 2 M HCL
Probes were purified by gel chromatography (BioSpin
6; Bio-Rad). Prior to hybridization, the solution was
boiled for 2 min, and then cooled on ice. Arrays were
prehybridized for at least 1 h in 0.25 M Na,HPO, (pH
7.2), SDS 7%, BSA 1%, | mM EDTA. Hybridization
was conducted in the same buffer at 65 °C overnight
[26]. For each cDNA sample, three identical mem-
branes were hybridized simultaneously (normal
samples correspond to membranes 1—18 and tumor
samples correspond to membranes 19-36). The filters
were then washed for 30 min in 0.5 M Na,HPO, (pH
7.2), SDS 1%, | mM EDTA and image acquired by a
phosphorimager (Molecular Dynamics Storm Imager,
Molecular Dynamics, USA).

2.4. Data acquisition

Data acquisition was performed with the ArrayVi-
sion software (Amersham, UK), using.gel files. To
quantify signal intensities of the hybridized spots, a
template composed by equal-sized ellipses were
drawn around all spots. Following the identification
of the spots, the software calculated the spot-intensity
value and array background intensity.
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Data normalization

I'he background from a given array was subtracted
1 all 4512 spot-intensity values and we considered
our analysis only the 4388 genes with positive
kground-corrected values across all 36 arrays.
it we normalized the data in all arrays using total
rgy (4388 spots) on each given array.

Statistical analysis

single genes with difference in expression when
iparing normal and tumor samples were identified
their f-values, denoted by 1, which is the
srence between Normal and Tumor sample-mean
transformed gene expressions, standardized by
corresponding sample standard deviation. For a
n gene, say gene k, and j = 1, ..., 18, let N¥ denote
sg-transformed gene expression on the j " normal
ple and 7}-" its log-transformed gene expression on
i™ tumor sample. The 1, value for gene k is
puted as follows:

NF — T*
T [ 2

S L Sp

T

e N¥ (respectively 7%) denotes gene k sample
1 expression value in normal (tumor) arrays, Sy
ectively Sp) denotes its sample standard devi-
1 in normal (tumor) arrays, We choose the
1alization term for 1, as in Ref. [27] even though
experimental setting is different because it
lises strongly replica measurement errors and
fore provides a simple and yet stringent statistics
‘aluate differences in gene expression.

lements with 1, values equal or higher than 3.5 in
lute values were considered as differentially
2ssed. This set of cDNAs was then analyzed by
Organizing Map (SOM) and hierarchical cluster-
ilgorithms, both implemented in Matlab (Math-
¢s) neural networks and statistics toolboxes.

> find pairs and trios of genes that would allow
«ct linear separation of Normal and Tumor
des we used a supervised learning technique
/m as  Support Vector Machines, also
zmented in Matlab (Cawley, G.C., Support
or MachineToolbox v0.50, http://theoval.sys.

uea.ac.uk/ ~ gee/svm/toolbox, Support Vector
Machine toolbox for Matlab Version 2.4, August,
2001, copyright Anton Schwaighofer (2001) mailto:
anton.schwaighofer@gmx.net).

Write (M =N{,N§,..Nfgy and  (TF =
T}, T3, ...T}g for the vectors of expressions of gene
k, respectively, among normal and tumor samples. To
look for pairs of genes whose coordinated patterns of
expression would change in comparing the two
conditions we computed, for each pair of genes &
and [, their Pearson linear correlation coefficient
among normals, corr(N*,N') | and among tumors,
corr(TF, T').

3. Results

In order to determine the profile of gene expression
in gastric tissues, we isolated total RNA from six
tumor samples and from six samples of disease free
gastric mucosa. For each sample, three identical nylon
arrays were simultaneously hybridized, giving 18
membranes corresponding to normal tissue and I8
membranes corresponding to tumor tissues. Fig. |
represents a scheme of our experimental design.

3.1. Identification of 80 cDNAs differentially
expressed in gastric cancer

The data obtained from all 36 membranes were
normalized by total energy as described in Section 2.
Therefore, after normalization, all our 36 arrays have
the same total expression values and one can mean-
ingfully compare gene expressions from different
arrays [27,28].

With normalized data, we computed the (-statistic,
L, for each single cDNA. In Fig. 2A, we plotted data
from all 4388 cDNA clones based on their ¢, value.
Fig. 2B represents the histogram with the r,,. values
and in Fig. 2C we represent a quantile—quantile plot
of this data versus theoretical quantiles from a normal
distribution. The heavy tails of the empirical distri-
bution of t,, indicate the presence of several genes
whose expression levels differ between normal and
tumor samples.

Before the application of more elaborated, but also
more computer-intensive, exploratory methods, it is
quite natural to first select a smaller subset of genes to
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with. This important step, sometimes called
= selection [29,30], was done here with the help
as genes with larger 1., in absolute value, are
andidates for playing arole in carcinogenesis as
s in the discrimination among normal and tumor
. We arbitrarily choose a threshold of 3.5 for ¢,,,.
ind a set of 80 cDNAs, 43 with ¢, larger than
dicated in green in Fig. 3) and 37 with ¢,
r than —3.5 (indicated in red in Fig. 3). All
10 cDNAs were sequence verified.
‘ig. 3, we have a graphic representation of all 80
ntially expressed cDNAs with their respective
lue. As can be observed, five genes are
:nted by two or more distinct cDNA fragments.
imal protein L 10 (RPLI0) is represented by
INA clones, a2-glycoprotein 1 is represented
:e clones, and metallothionein IG, Elongation
l-al, and lactate dehydrogenase A are

represented by two clones. Clones representing the
same gene showed very similar ¢, values and
appeared together in the same side of Fig. 3,
confirming the reproducibility of our experimental
conditions and the consistence of our statistical
analysis. From these 80 cDNAs, we identified 35
known genes, 31 ESTs with no functional annotation
and three ORESTES sequences not yet submitted to
GenBank. If a more relaxed threshold for ¢,,,. is used,
namely 3 instead of 3.5, 61 extra cDNASs are identified
and a list with these 141 ¢cDNAs can be visualized in
our web page (http://www.array.ludwig.org.br/
gastriccancer/canlettersmeireles). The sequence of
all 141 cDNAs was verified experimentally.

We selected ten genes in order to experimentally
confirm their differential expression in 26 new RNA
samples (13 from normal tissue and 13 from tumor
tissue). The levels of mRNA were estimated by RT-
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R followed by Southern blot and phosphorimager
lysis. For normalization, we used three distinct
isekeeping genes (B-actin, a-tubulin, and TBP)
, for each gene, we determined its arbitrary
ression unit (ratio of signal for gene/normalizing
e). A gene was considered as confirmed when the
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Genes with differential expression in gastric tumors, Based
a presented in Fig. 2A, we list genes (with respective
on numbers indicated within brackets) and indicate their i,

In green, genes with lower expression in lumor tissue
it 1, values), in red, genes with higher expression in tumor
negative 1, values).

ratio of its average expression units (normal/tumor)
followed its t,,. value. Seven of the ten genes (RPL10,
CLTC, EEFlAl, TARDBP, HSPCA, NBSI, Est
AWS812624) could be experimentally confirmed.
Nevertheless, validation of array data by RT-PCR
must take in consideration the tremendous variability
of housekeeping genes [31] and, more importantly,
that in our case, a gene can have a high t,,. value even
if its fold change in rather small. Similar observations
were published by [32]. For instance, in our array
data, B-Catenin differs only 1.3-fold between normal
and tumor samples but its 1, value is 4.32 due to its
small SD.

3.2. Clustering algorithms: SOM and hierarchical

After selecting the 80 cDNA clones with absolute
t,. value higher than 3.5, we applied a SOM algorithm
[33] to identify clusters of expression profiles
according to samples. Two clusters were identified
and they represented a precise separation of normal
and tumor samples (data not shown). When we
applied a hierarchical cluster algorithm, we observed
that all replicas from a given patient are grouped
together, further confirming reproducibility of our
data (data not shown). Next, we applied again the
SOM algorithm, now to separate genes according to
their expression across all 36 membranes, into six
clusters. In Fig. 4, we represent these clusters and,
within each cluster, we further ordered genes accord-
ing to their hierarchical distance, as indicated by each
dendrogram.

3.3. Genes with coordinated pattern of expression

Next we used a supervised computer learning
method called Support Vector Machine (SVM) to
search for trios of genes with a coordinated pattern of
expression. We searched the dataset corresponding to
the 80 cDNAs with £, in absolute value, larger than
3.5 to find trios of genes whose pattern of expression
in individual membranes would be such that, when
plotted on three dimensional space, a plane could be
found separating perfectly the 36 data points into two
groups, one with 18 normal samples and another with
the remaining 18 tumor samples. We found several
interesting trios with this property. One trio is
composed of 3-Catenin, Clathrin, and Retinoic Acid
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ptor-ae (Fig. 5A) and represents genes that can be
sed into a common biochemical pathway known
> implicated in gastric carcinogenesis. Another
s composed of Ribosomal Protein L10, Humanin,
3-Catenin (Fig. 5B).
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schematic representation of samples and genes clusiered by
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n the expression profile of the 80 cDNAs. The resulting two
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m value is represented in bright red, minimum value in
reen and the intermediate value in black. At the left side of
ister is a dendrogram representing hierarchical distances.

3.4. Genes with changes in their Pearson linear
correlation

We also looked for pairs of genes whose pattern of
expression would show changes in their Pearson
linear correlation when normal and tumor samples
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Fig. 5. Trios of genes that allow sample classification. From a gene
list having ¢cDNAs with absolute values of 1, greater than 2, we
applied the SVM algorithm and identified trios of genes that
allowed perfect separation of all 18 normal and 18 wmor arrays.
(A.B) Three-dimensional space where the log-transformed normal-
ized signal intensity for each ¢eDNA is plotted. Each data point in
space represents one individual array; data from normal samples are
represented in open squares and tumor samples are represented by

dots.
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e compared. For this search, we use a list of 432
JAs that showed ¢, value greater than 2.0 (in
slute value). We constructed a scatter plot where,
ach pair of genes, we associate a point on the plane
1 coordinates given by their log-transformed
nalized signal intensity on normal samples and
imor samples. As one would expect, we found that
five clones corresponding to different cDNA
ments of Ribosomal Protein L10 had a strong
tive correlation among themselves, both in
nal and tumor samples. However, all five RPL10
es showed strong positive linear correlation with
RK3 on normal samples but negative correlation
tumor samples (Fig. 6). Another gene group
biting this sort of correlation change is composed
las association domain family 1 (RASSF1), a2-
oprotein 1 (AZGP1) and Metallothionein 1G.
:SF1 has strong positive correlation with the
essions patterns of two cDNA segments repre-
ng Metallothionein 1G in normal samples but
small correlation on tumor samples. Moreover,
dlothionein 1G has strong positive correlation

with @2-glycoprotein | in normal samples but small
correlation in tumor samples (data not shown).

4. Discussion

Gastric cancer is the second cause of cancer-related
death worldwide. This observation can be explained,
at least in part, by the fact that gastric cancer does not
respond well to chemotherapy and/or radiotherapy,
leaving surgery as the treatment of choice [34,35].
Efforts towards early diagnosis of gastric cancer are
regarded as high priority since it would allow more
conservative procedures, improving survival and
quality of life. And as in the case of many other
tumors, the molecular events related to oncogenesis of
gastric cancer are not well understood. Thus,
identification of genes with differential expression in
gastric cancer will certainly have a positive impact in
this field [36]. Such genes would be prime suspects in
sharing some responsibility on the onset, develop-
ment, or behavior of gastric cancer and good
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Linear Pearson correlation coefficient between RPL10 and MARK3 expressions. The figure represents a scatter plot where, to each array,
peiate a point on the plane representing the log-transformed normalized signal intensity for RPLI0 and MARK3 on normal samples (dots)

lumor samples (open squares).
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idates as markers for diagnosis [37]. Using cDNA
s, we searched for genes modulated in gastric
s and applied several statistical tools to identify
Jations in their expression pattern.

‘e first identify single genes, whose expression
d be different in normal and cancer samples.
ad of considering differences in fold expression,
usual in the literature, we computed the t-statistic
wch cDNA. The well-known problem in evaluat-
ifferences in expression simply by fold change is

e does not know whether a fixed value, for a

| gene, 1s sufficiently large to characterize that

as differently expressed without taking into
it its variation of expression across all samples.
sing the r-statistic this variation is taken into
nt and genes that can be considered differen-
expressed would be those with larger 1, in
ate value. Among the genes with differential
ssion, we identified well-known tumor suppres-

:nes and proto-oncogenes, known to play a role

itric cancer. We found that RASSFI, known as
suppressor gene [38], was underexpressed in
samples (1, = 3.7). Loss or abnormal down-

ition of RASSFI is observed in a considerable
rtion of lung, breast, ovarian, bladder, nasophar-

1 [39-44] and, more relevant, in gastric

carcinomas [45].

+ also detected overexpression of known onco-
Of notice, B-Catenin was overexpressed in
samples (t,. = —4.1). The role of the WNT

ay in development and oncogenesis has been

¢ investigated [46—48]. In the case of gastric

5, e-Cadherins and (B-Catenin are of particular
ance [13,49,50]. Indeed, mutations in e-Cad-
sene has been associated with familial cases of
cancer [51,52].
restingly, two other genes involved in the
pathway were also found as differentially
sed in our samples. Clathrin and Retinoic
leceptor a were both underexpressed in tumor
s (t,. = 4.4 and 4.8, respectively). Reduced
of Clathrin leads to reduced recycling e-
iin, lowering its level at cell surface and, as
uence, more (3-Catenin would be available in
‘toplasm for signaling via interaction with
CF [53.54]. Recently, it was shown that
: acid (RA) decreases the activity of the B-
n-TCF/IEF signaling pathway by inducing

ubiquitin-dependent degradation of cytoplasmic [3-
Catenin as well as by competition with TCF for [3-
Catenin binding [55,56]. Thus reduced levels of
Clathrin and RAR might also contribute to increased
WNT signaling.

Two other genes identified as overexpressed in
tumor samples might have important implications in
the oncogenesis of gastric cancer, Nibrin (¢, = —3.7)
and Humanin mRNA (1, = —3.6). Nibrin is a
member of the Mrel I/Rad50/Nbsl complex, impli-
cated in numerous aspects of double-strand break
repair, and considered as a typical tumor suppressor
gene (reviewed by Wang [57]). In agreement with our
data, Nibrin mRNA was also found to be angmented
in GIST [21]. This is also confirmed by SAGE
analysis (http://cgap.nci.nih.gov/Pathways). It is poss-
ible that, based on the findings by Paull and co-
workers [58], Nibrin overexpression might favor the
nucleolytic activity of the Mrel 1/Rad50/Nbs] com-
plex. Humanin was recently described as a small
polypeptide that could rescue neuronal cells from
specific death signals [59.60]. To the best of our
knowledge, this is the first report of augmented
expression of Humanin in tumor tissues and its
overexpression by cancer cells could represent yet
another survival signal, favoring tumor development.

Based on published observations, it is clear that
molecular classification of cancer is not only feasible
but also, might prove to be the method of choice to
identify sub groups of a given tumor [61-65]. Having
identified these 80 cDNAs, we applied other statistical
tools to classify our normal and tumor samples. It has
been suggested that the SOM has some important
advantages for interpreting gene expression patterns,
when compared to other clustering algorithms [66].
When we applied SOM to group samples, two
predominant clusters of expression profile were
identified and they could precisely separate normal
and tumor samples (Fig. 4). Using a support vector
machine algorithm, recently described as a tool to
build classifiers for cancer samples [63], we per-
formed an exhaustive search for trios of cDNAs that
would allow precise separation between normal and
tumor samples. We identified several trios composed
by the 80 genes from Fig. 3 that, when plotted on a
three-dimensional space, normal and tumor samples
could be precisely separated by a plane (Fig. 5). It is
possible that combination of various trios with the
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serties described here might have an added
iracy for molecular classification when compared
list of differentially expressed genes as currently
rested [62,65,67]
‘he identification of these trios was based on their
iltaneous expression levels on each given array
one could use this information to investigate
ther, in such trios, the genes would fall into a
mon biochemical pathway or whether they belong
istinct pathways that, together, would point to
: metabolic advantage for tumor cells. Indeed, the
: genes from Fig. 5A, Clathrin, B-Catenin, and
10ic Acid Receptor can all be mapped into a
non pathway, as discussed carlier. In other trio
5B), the three genes cannot be directly linked to
ale pathway. RPL10, might have tumor suppres-
wctivities and negatively regulate c-Jun activity
Thus, reduced RPL10 and augmented 3-Catenin
imor samples would favor mitogenic signals,
eas elevated Humanin could provide a survival
atage for tumor cells, as mentioned above.
e also searched for genes with change in their
¢ Pearson correlation. This kind of analysis
d allow the identification of genes whose
ssion occurs in a coordinated fashion in one
» of samples but either are not correlated or,
ps more interestingly, with inverse correlation in
ther group. Importantly, it could be that, genes
this behavior might have low r,. values in
ate numbers and thus not identified as differen-
expressed. In Fig. 6, we represent the changes in
correlation between RPL10 and MARK3. This
of genes has a positive linear correlation in
il samples that changes to a negative linear
ation in tumor samples. As we discussed before
0 might function as a negative regulator ¢-Jun-
ited mitogenic pathway. In contrast, overexpres-
»f B-Catenin and consequent activation of the
pathway activates c-Jun gene expression [69]
ossibly, MARK3 [24,70]. Hence, in tumor cells,
itive linear correlation, would favor a mitogenic
ing pathways.
ally, it is clear that gastric adenocarcinomas
sastrointestinal - stromal tumors are conse-
es of the transformation of different cell
es and hence, we made no efforts neither in
mishing nor in comparing these two tumor
Intentionally, we simply looked for genes

with conserved alterations in all tumor samples. It
is not surprising that a common set of genes can be
identified in two distinct tumor types. As discussed
above RASSFI, Clusterin, [B-Catenin, and many
others genes are commonly altered in a variety of
tumors. Specifically, NBS1 that we identified as
overexpressed in tumor samples was also found
augmented in GIST by Allander and co-workers
[21]. As expected, we did identify differences in
the expression profile of the two tumor types,
especially in genes from cluster 1 (uppermost
cluster, second and third last triplicates from the
right). However, based on our findings (Figs. 5 and
6) we can suggest that, as for gastric adenocarci-
nomas, the WNT pathway might also be altered in
GIST. We can also conclude that classifiers based
on genes commonly altered in adenocarcinomas
and GIST can precisely distinguish both tumor
types from normal gastric mucosa (Fig. 5) and this
would imply that, regardless of differences in
oncogenesis, a single classifier could be applied
for gastric tumors.

Taken together, the information extracted from our
dataset can contribute to the better understanding of
oncogenesis of gastric cancer as well as to the
development of molecular-based diagnostic tools.
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