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RESUMO

Tobouti PL. Expressao dos receptores Toll-like em carcinoma espinocelular de orofaringe

[tese]. Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2015. Versao
Corrigida.

Nos ultimos anos, notou-se aumento da incidéncia de carcinoma espinocelular de orofaringe
(CECOF) associado ao HPV. Sabe-se que CECOF associado ao HPV apresenta melhor
prognostico do que CECOF nao infectado por HPV. Intimeros estudos em carcinoma cervical
demonstram alteragdes de TLRs, isto provavelmente devido as associacdes das oncoproteinas
E6 ¢ E7 com estes receptores. Em humanos, existem 10 TLRs identificados, os quais
colaboram na resposta imune contra bactérias, fungos e virus, bem como colaboram na
promogao ou regressdao do tumor. Esta influéncia do TLR na carcinogénese tem sido alvo de
inimeros estudos devido a ligagdo entre inflamagdo e o cancer. O presente trabalho teve como
objetivo verificar diferencas na expressao e fungdo de receptores 7oll-like em carcinoma
espinocelular de orofaringe (CECOF). Para tal, foram utilizados trinta e sete espécimes
diagnosticados como CECOF e a expressao imuno-histoquimica das proteinas pl6 e TLR4
analisadas. Duas linhagens de CECOF HPV16 + e duas CECOF HPV-. foram utilizadas para
analise da expressao de TLR1-10, IL-6 e IL-8, por qPCR. A detec¢dao dos principais TLRs
(TLR1, TLR2, TLR6 ¢ TLR4) foi feita por citometria de fluxo. Para ativagdo da via de
sinalizagdo de TLR2, e posterior andlise da expressdo de IL6 e IL8, as células foram
estimuladas com peptidoglicano. Para verificar a expressdao e funcdo de TLR4, as células
foram estimuladas com LPS e LPS UP para posterior analise de IL-6 e IL-8, por ELISA. Os
resultados demonstraram diferencas na expressao génica de TLR1 e TLR6 entre as linhagens
HPV- e o grupo HPV+ e diferengas na expressdao proteica de TLR9. TLR2 apresentou
aumento da expressdo proteica em todas as linhagens e demonstra desencadeamento da
resposta imune, com secre¢ao de IL6 e IL8 nas linhagens HPV- (SCC72 e SCC89) e em uma
das linhagens HPV+ (SCC2). Interessantemente, TLR4 nao apresentou diferengas
significativas na expressdo génica e proteica. Entretanto, as linhagens HPV+ nao
demonstraram resposta pro-inflamatoria mesmo quando estimuladas com LPS e LPS ultra
puro, agonista especifico de TLR4. Assim, este trabalho contribui para estabelecer o perfil da

expressao dos receptores Toll-like em linhagens celulares de CECOF HPV- e HPV+, e



aponta para alteragdes ocorridas na via de sinalizacdo mediada por TLR4. Além disso, nossos
resultados abrem portas para futuros estudos na avaliagdo de alteragdes causadas no sistema

imune inato pelo HPV, em carcinomas espinocelulares de orofaringe.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas. HPV. Toll-like. Interleucina 6. Interleucina

8.



ABSTRACT

Tobouti PL. Expression of Toll-like receptor in oropharynx squamous cell carcinoma [thesis].
Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2015. Versao Corrigida.

The incidence of HPV- associated oropharynx squamous cell carcinoma (OPSCC) has
increased in recent years. HPV- associated OPSCC has a better prognosis than OPSCC not
infected with HPV. In cervical carcinoma, HPV oncoproteins E6 and E7 influence the
expression of Toll-like receptors (TLR). To date, 10 TLRs have been identified in humans
and many are important for the detection of bacteria, fungi and viruses, as well as regression
and tumor promotion. This influence of TLR in carcinogenesis has been the subject of
numerous studies, due to the connection between inflammation and cancer. This study aimed
to determine differences in the expression and function of Toll-like receptor in OPSCC.
Thirty-seven tumours were selected and immunohistochemistry for pl6 and TLR4 was
performed. Two HPV16-associated OPSCC and two OPSCC not associated to HPVcell lines
were used. qPCR was performed to analyze the expression of TLR1-10, IL-6 and IL-8. The
detection of the main TLRs (TLRI1, TLR2, TLR6 and TLR4) was performed by flow
cytometry. For activation of the TLR2-signaling pathway and subsequent analysis of IL6 and
IL8 expression, cells were stimulated with peptidoglycan. To verify the expression and
function TLR4 cells were stimulated with LPS and LPS UP and subsequent analysis of IL-6
and IL-8 by ELISA. The results showed differences in the expression of TLR1 and TLR6
between the HPV- group and the HPV+ group and differences in protein expression of TLRY.
TLR2 has increased protein expression in all cell lines and demonstrates the trigger of the
immune response, with the secretion of IL6 and IL8 in HPV- cell lines (SCC72 and SCC89)
and one HPV+ cell line (SCC2). Interestingly, TLR4 showed no significant differences in
gene and protein expression. However, HPV+ cell lines showed no pro-inflammatory
response even when stimulated with LPS and LPS UP, a specific agonist of TLR4. This work
helps to establish the profile of the expression of Toll-like receptors in OPSCC (SCC72 and
SCC89) and HPV- associated OPSCC (SCC2 and SCC90), in vitro, and points to changes in
the signaling pathway mediated by TLR4. In addition, our results open new avenues for future
studies to assess changes in the innate immune system caused by HPV in oropharynx

carcinomas.

Keywords: Squamous cell carcinoma. HPV, Toll-like. IL6. IL8.
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1 INTRODUCAO

O cancer de cabeca e pescoco (CP) € o quinto tipo de cancer mais comum € o oitavo em
causas de morte. Oitenta e cinco por cento (85%) dos CPs sdo carcinomas espinocelulares
(CEC) e mais da metade destes estdo associados ao consumo de tabaco e alcool (1-3). No
entanto, nas ultimas décadas a incidéncia de CECs em individuos ndo tabagistas e ndo etilistas
aumentou, ¢ o principal fator de risco esta associado ao HPV (1). E consenso que a maior
prevaléncia desses CECs ocorre em individuos jovens, ndo fumantes, ndo etilistas, infectados

por HPV e o sitio mais afetado € a orofaringe.

O CEC de orofaringe (CECOF) associado ao HPV ¢ um tumor que apresenta
caracteristicas clinicas, patologicas e biolodgicas distintas (4). Essas caracteristicas sao,
principalmente, pela atividade do HPV na lesdao. A detec¢ao do DNA do HPV, por si, nao
significa que este induziu o carcinoma. Somente o DNA do HPV de alto risco, transcrito, o
qual demonstra estar ativo, tem relevancia clinica e bioldgica na causa do CECOF (5). Isso ¢
representado quando ocorrem mudancas moleculares causadas pelo HPV que induzem a
transformagao maligna. Assim, o HPV interage no genoma do hospedeiro e expressa o fator
de transcri¢ao e replicacao E2, e as oncoproteinas E6 ¢ E7, que reprimem alguns fatores de
transcrigdo. Estas oncoproteinas se ligam e inativam a p53, regulador da p21, e retinoblastoma

(Rb), regulador negativo de p16 (4, 6-8).

O HPV parece, também, modificar a expressao de receptores Toll-like em carcinoma de
colo de utero. Alguns autores observaram reducao do TLR4 e aumento dos TLRs 2, 3,7,8 ¢ 9
(9, 10). Achados demonstram que em mucosa de colo de ttero, o aumento da expressao de
TLRs pode resultar na producdo de citocinas e subsequente eliminagdo do virus, enquanto
que a diminuicdo da expressdo pode colaborar para a persisténcia do virus, pois debilita a
resposta imune ligada aos Tolls-like (11). Os TLRs sao mediadores centrais na resposta imune
inata e adaptativa, estando envolvidos com o aumento da resposta imunolédgica local,
principalmente por meio da estimulacdo e do recrutamento de células inflamatorias
polimorfonucleares € mononucleares (12, 13). Assim, a resposta imune epitelial contra muitos

patogenos depende do tipo de TLR expresso pelas células epiteliais (13).

Além deste papel protetor, os receptores Toll-like possuem um papel importante na

regressao ¢ promog¢ao do cancer. Em particular, TLR3, TLRS5, TLR7/TLR8 ¢ TLR9 tem



efeitos anti-tumorais e, por outro lado, TLR2 e TLR4 colaboram no crescimento do tumor?

(14, 15). Este ultimo, principalmente, em colo de ttero, figado, pancreas e pele (15).

Sabe-se que os CECOFs associados ao HPV demonstram maior taxa de sobrevida,
menor recorréncia local e prognostico favoravel quando comparados a outros CECs (1, 2, 16),
mas nao ha, até o momento, explicagdes para estes dados. Com isso, ¢ do nosso interesse
verificar se existem alteragdes da expressdo de TLRs em carcinomas espinocelulares de

orofaringe positivas e negativas para HPV.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para melhor compreensao esta revisao foi subdivida em subsegdes: carcinoma
espinocelular; papiloma virus humano; ...da infeccao ao tumor...; receptores Toll-like, HPV e

Cancer.

2.1 Carcinoma espinocelular de orofaringe

O carcinoma espinocelular (CEC) em cabeca e pescoco sempre esteve associado a
fatores de risco como o uso de tabaco, alcool e a predisposicao genética. Entretanto, nas
ultimas décadas houve um aumento na incidéncia de CEC, principalmente em orofaringe
(CECOF). Estudos epidemioldgicos estimam que, mundialmente, em média, ha 355 mil
mortes € 633 mil casos por ano, sendo que 30-50% destes casos ocorrem em homens,
leucodermas, com menos de 50 anos, ndo fumantes, e nao etilistas. Esta porcentagem esta

hoje atribuida a presenca do papiloma virus humano (HPV) (17, 18).

Em uma revisao sistematica publicada ha dez anos, Kreimer, et al, demonstraram uma
prevaléncia significativamente maior de HPV em CEC de orofaringe (35.6%), quando
comparados a outras localizagdes em cabega e pescoco. Dentre estes casos, o tipo de HPV
prevalente em CECOF foi o HPV de alto risco 16. Ja o HPV18, outro HPV de alto risco, foi
raro com somente 2.8% de prevaléncia. Outros subtipos de HPV foram mais raramente

encontrados (17).

Outros sitios como cavidade bucal e laringe também sdo alvos dos HPVs. Estudos
epidemioldgicos apontam a detec¢do do HPV em 23,5% dos casos e, 58,2% destes casos eram
HPV16+ e 34,1% HPV18+ (17). Entretanto, baseados na teoria de que a presenga do HPV
nao quer dizer que este esteja ativo, assim como cada tecido possui uma resposta imunoldgica
diferente (19), o potencial do HPV em induzir carcinoma em cavidade bucal ainda ¢ bastante

controverso.

Histologicamente, os carcinomas espinocelulares de CP sdo caracterizados por serem

queratinizantes ¢ moderadamente diferenciados, mas os carcinomas positivos para HPV



23

possuem um padrao diferente. Sdo geralmente tumores pouco diferenciados, nao

queratinizados, com crescimento lobular e uma proeminente morfologia basaloide (20).

O tratamento de escolha para o CECOF, na maioria das situacdes, ¢ a cirurgia e
radioterapia, ou ainda quimioterapia ou quimiorradiacdo. Achados sugeriram que individuos
com CECOF positivos para HPV, possuem melhor resposta a quimioterapia, radiagdo e
aumento da taxa de sobrevida. Assim, HPV16 pode ser um indicador de maior sobrevida e

sobrevida livre de doenca (16).

2.2 Papiloma virus humano (HPV)

E importante conhecer o virus para melhor entender sua agio. O HPV ¢ um DNA virus
da familia Papillomaviridae composto por um capsideo, ndo envelopado, com cerca de 7900
pares de bases (21, 22). Existem aproximadamente 200 tipos diferentes (21), dos quais 30
foram isolados da regido de cabega e pescoco (23). De acordo com o potencial oncogénico, os
tipos de HPV sdo classificados em baixo risco ou alto risco. O grupo de baixo risco — ex.
HPV6, 11 - tem o potencial de causar lesdes benignas como os condilomas e papilomas, ja os
do grupo de alto risco — ex. HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73 - sdo
capazes de colaborar para o desenvolvimento de carcinomas (22). Estudos epidemiologicos e
moleculares demonstraram que o HPV16 e HPVI8 sdo os tipos mais prevalentes nos
pacientes com CECOF. Outros gendtipos como HPV31, 33, 39, 45, 52, 58 e 69 apresentam-se

em menor porcentagem (6).

O genoma do HPV ¢ composto por: 1) genes precoces (E- Early), cuja fungdo primaria
¢ a replicagdo epissomal, E1-ES; i1) genes tardios (L- Late), que codificam as proteinas do
capsideo viral, L1-L2 e iii) regido regulatoria (LCR- LongControlRegion) (24). E1 ¢ E2
controlam o ciclo de replicacao sendo E1, uma helicase que possui atividade enzimatica que
separa a dupla fita de DNA, colaborando, assim, para o inicio da replicagdo (21, 25, 26). A
proteina E2 ¢ um fator de transcri¢ao viral, sendo essencial para a replicagdo e controle da
expressao dos genes precoces (21, 24, 26, 27), entretanto, a proteina E3 parece ndo expressar

em todos os tipos de HPV e sua funcao ainda ¢ pouco conhecida.
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A proteina E4 parece possuir importantes fungdes nas fases tardias, na interagao com
proteinas do citoesqueleto e liberacdo de novos virions (28), mas também parece colaborar
nas fases inicias na replicagdo viral (29). E5 colabora com E6 ¢ E7 para promover a
hiperproliferagao de células infectadas, levando assim a uma progressao maligna (30, 31),
enquanto E6 e E7 sdo oncoproteinas fundamentais para o desenvolvimento do carcinoma e
desregulam o controle do ciclo celular (19, 30-32).

Ja as proteinas da fase tardia, L1 e L2 colaboram para a formag¢ao do capsideo e

liberacao dos virions (30, 33).

2.3 ...da infeccio ao tumor...

Para que ocorra uma infeccao por este virus ¢ necessario mais do que um contato com a
camada superficial epitelial, ¢ necessario que haja uma microlesao, na qual o HPV ira
alcancar os queratindcitos da camada basal (30, 33). Isto porque o HPV usa a diferenciagdo
epitelial para regular sua replicagdo. Assim, o HPV perde o capsideo e libera o DNA viral,
como epissomo, o qual permanece no nucleo. Os genes precoces comecam, entdo, a serem
expressos ¢ E2, a proteina que se liga ao DNA, recruta a helicase El, a qual forma um
complexo di-hexamérico que replica o genoma viral via interagao com o hospedeiro (26).

A expressao de E2 também funciona como repressor da transcricao de E6 ¢ E7 e, nas
fases mais tardias, a expressao desta proteina pode ser inibida, levando a uma alta expressao
das oncoproteinas E6 ¢ E7 (26, 33). Uma das formas de inibicdo de E2 ¢ quando ha
integragdo do genoma viral ao genoma da célula hospedeira, levando a perda do Open
Reading frame de E2 (6). A perda do controle de E2 sobre a expressdao de E6 e E7 pode levar
a oncogénese (27). E6 e E7 possuem um papel fundamental na desregulagdo do ciclo celular.
Essas oncoproteinas sdo capazes de interferir em importantes mecanismos de controle como
apoptose ¢ manutencao da estabilidade cromossdmica, o que pode explicar a patogénese das

doencas associadas a infec¢ao por HPV (31, 32, 34) (Figura 2.1).
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Do lado esquerdo é mostrado epitélio estratificado pavimentoso sem infec¢do. Do lado direito,
observa-se epitélio estratificado pavimentoso infectado por HPV. Apods microlesdo, o HPV infecta as
células da camada basal do tecido epitelial e baixas copias do epissomo e genes precoces sio
expressos. A replicacdo viral ocorre em sincronia com a divisdo celular. Apos a divisdo, uma filha
separa-se da camada basal e sofre diferenciagdo. Esta diferenciagdo, induz a fase produtiva do ciclo de
vida viral. A expressdo de E6 ¢ E7 desregula o controle do ciclo celular induzindo a diferenciacdo da
célula para a fase S. Na fase tardia, ha produgdo de L1 e L2 que colaboram para encapsular os novos
genomas virais e virions que sdo excretados da camada superficial do epitélio (Fonte: Moody et al.,
2010, p. 553)

Acredita-se que as células tumorais resultem da desregulacao de duas grandes vias de

controle do ciclo celular: a via do p53 e a via do RB e, ¢ justamente nessas duas vias que as

oncoproteinas produzidas pelo HPV tém sua agao (7).

Normalmente, o ciclo celular ¢ controlado por ciclinas, quinases dependentes de ciclina

(CDK) e seus inibidores. Existem dois grupos principais de inibidores: as familias Cip/Kip

(p21 e p27) e INK/ARF (pl16 e pl4). Estes grupos funcionam como supressores tumorais €

estdo frequentemente alterados em tumores.

Essas proteinas ligam-se ao complexo

ciclina/CDK, inativam e assim param o ciclo celular. A p21 liga-se as ciclinas D ¢ E e,

também, atua como uma proteina inibidora. p53 exerce papel fundamental na regulacao de

p21, na apoptose, bem como na diferenciacao terminal do epitélio escamoso (35). p27 kipl

interage com o complexo ciclina E/CDK?2 e ciclina D/CDK4,6 e causa uma parada no ciclo

celular (35, 36). A proteina 16ink4a ¢ uma proteina codificada pelo gene CDKN2A4 e atua

como um supressor tumoral. Esta inibe CDK4 (cyclin-dependentkinase 4), uma proteina

quinase importante na fase G1 do ciclo celular. Esta quinase ¢ responsavel pela fosforilagdao
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do gene retinoblastoma (Rb), um supressor tumoral que se liga no fator de transcricao E2F.
Quando ocorre a fosforilagdo de RB, E2F torna-se livre para promover a transcrigao (8).
Inativagdes, degradacdes ou mutagdes em qualquer destas vias de supressdao tumoral
colaboram para o desenvolvimento e progressao do cancer.

Sendo assim, HPV tem como alvo as vias de supressao tumoral. A oncoproteina E7
liga-se ao supressor tumoral RB e outros membros desta familia, como pl107 e pl30,
inativando-os e permitindo a liberacao do fator de transcri¢ao E2F que permitira a progressao
do ciclo celular da fase G1 para a S (6, 30). Todos os HPVs possuem a capacidade de
expressar E7, mas somente as expressas pelo HPV de alto risco tem o potencial de ligar-se
fortemente as proteinas da familia RB. Esta intensa afinidade leva ao aumento de p53. Sendo
assim, E6 atua inibindo e destruindo p53 prevenindo, assim, apoptoses que poderiam limitar
a eficiéncia de producao viral (30, 32).

Com isso, uma das formas de desenvolvimento do carcinoma espinocelular de
orofaringe ¢ através da integragao do genoma viral com a do hospedeiro, levando a perda de
E2 e aumento da expressao de E6 ¢ E7 e consequentemente alteracao do ciclo celular. Dado
que nem todas as pessoas infectadas com HPV de alto risco desenvolvem cancer, demonstra
que sdo necessarias alteracdes adicionais para que ocorra o desenvolvimento de uma lesdo
maligna (19). Sendo assim, o fracasso da defesa do sistema imune em eliminar o HPV pode

levar a infeccdo e integracao do genoma viral com a do hospedeiro.

2.3.1 Resposta do sistema imune do hospedeiro frente ao HPV

O ser humano apresenta-se sob constantes agressdes, que sao letais caso ndo haja um
sistema de defesa eficiente. Por exemplo, um microrganismo que ¢ comensal, se torna
rapidamente patoldgico, se este sistema encontrar-se deprimido. Esta defesa ¢ composta pela
associacdo de dois sistemas: imunidade inata- uma imunidade imediata- e imunidade
adaptativa, a qual ¢ ativada pelo sistema inato. A primeira ¢ composta principalmente pelo
tecido epitelial, fagdcitos, citocinas e complementos. J4 o segundo, um sistema mais
complexo, ¢ composto por anticorpos e células como T e B. Estes sistemas estdo divididos
mais por questdes didaticas do que de fato, pois células de um sistema podem fazer parte do

outro (12) e ambos interagem para promover uma defesa efetiva.
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Intmeros estudos estdo em andamento para melhor compreender o papel deste sistema
frente a presenca do HPV e como este consegue ser eliminado ou persistir no hospedeiro,

levando a diversas lesdes, tanto benignas, quanto malignas.

E importante ressaltar que a resposta imune do hospedeiro elimina em semanas ou
meses grande parte das infe¢des por HPV em colo de utero e, somente, 10-15% das mulheres
falham em conseguir desenvolver uma resposta imune adequada e desenvolvem uma infecgao
persistente. A persisténcia do virus ¢ um dos principais fatores de risco para o carcinoma de

colo de ttero (33, 37, 38).

Do mesmo modo a persisténcia deste virus ¢ um importante fator de risco para o

desenvolvimento do carcinoma espinocelular de orofaringe de cabega e pescoco (39).

2.3.1.1 resposta imune adaptativa

A maioria dos pacientes que apresentam CEC-HPV+ possui uma reposta imune
adaptativa marcante no tumor. Nota-se um intenso infiltrado inflamatério de células T, o que
leva a acreditar numa intensificagdo da resposta imune local (40), assim como existe uma
maior presenga de células T CD4+ e CD8+ no sangue de pacientes com CECOF-HPV+
comparados a pacientes com CECOF-HPV- ou pacientes sem tumor (40). Esta intensificagdo
¢ correlacionada com a resposta imune antitumoral. Pacientes que apresentam maior nimero
de células linfocitarias no tumor, possuem maior sobrevida (41, 42), e achado de altos

numeros de células T CD8+ no tumor, podem indicar até trés anos a mais de sobrevida (43).

A localizacao do tumor-HPV+ em cabeca e pescoco contribui para esta alta presenca de
linfécitos uma vez que a orofaringe apresenta tecidos linfoides (40). Entretanto, os achados de
células CD8+ funcionais contra o HPV, mostram que estes nao sdo meros espectadores na
defesa contra o virus (41). Pacientes que possuem melhor prognostico e auséncia de
metastase demonstraram aumento da razdo de CD8+/CD4+, CD8+/célula T reguladora e

maior infiltrado inflamatoério de células CD8+ no tumor.
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CD4+ também possui um papel importante na eliminacao de microrganismos. Estes sao
apresentados a cé€lulas T apds interagirem com MHC de classe 2 e diferenciam-se em
subtipos, como células T auxiliares (TH) 1, TH2, TH17, células T reguladoras e TH9. Esta
diferenciagdo ¢ dependente das citocinas liberadas, diferenciagdes epigenéticas e presenca de
fatores de transcri¢ao (44). de Jong, et al., 2004 demonstraram que pacientes com carcinoma
de colo de utero possuiam deficiéncia na funcao das células CD4+, pois estas ndo secretavam

ou secretavam em baixas quantidades as citocinas IFNy e IL5.

Infiltrados de células T e citocinas como IFNy, interleucinas (IL)-5, IL-10 estdo sendo
alvo de estudo em carcinoma HPV+ (40, 41, 45, 46), pois a presenga destes no local ou no

sistema influencia no prognostico.

2.3.1.2 resposta imune inata

As principais células envolvidas no sistema imune inato sao as c€lulas epiteliais, células
dendriticas, Langerhans e Natural killer (NK). Estas células promovem o recrutamento de
células inflamatérias via liberagdo de citocinas ¢ conectam o sistema imune inato com a
resposta adaptativa (12). O papel de cada uma delas na defesa contra o HPV nao esta bem

estabelecido.

As particulas virais do HPV, usadas nas vacinas contra HPV de alto risco, induzem a
expressao de CD86, HLA-DR, CD80 e CDS83 nas células dendriticas. Em seguida, ha
secrecao de IL-10 e IL12, esta estimula CD69 e HLA-DR das NKs, as quais secretam maiores
quantidade de IFN-y, que ajudam na resposta imune adaptativa (47). Ja as células de
Langerhans parecem estar reduzidas na presenca de HPV de alto risco, criando um ambiente

favoravel a infecgao (48).

As células epiteliais tem um papel fundamental na resposta imune inata, como
“guardides do portal”. E dada a elas a funcdo homeostatica e a coordenacao das respostas
imunologicas contra microrganismos. Esses queratindcitos, como primeira barreira de defesa

e células especificas de infec¢ao do HPV, possuem um papel fundamental na persisténcia ou
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eliminacdo do HPV (49). Assim como nas células dendriticas, os queratinocitos possuem
diversos receptores de reconhecimento padrao (PRR- Pattern Recognition Receptor), que
identificam os padrdes moleculares associados a patogenos (PAMP), presentes em
microrganismos, ¢ padroes moleculares associados a danos (DAMPS- Damage-Associated
Molecular Patterns). Este reconhecimento ativa as vias de sinalizagdo para a produgdo de

citocinas e recrutamento de células inflamatorias dos sistemas imune inato e adaptativo (50,

51).

2.3.2 Ultrapassando a barreira do sistema imune

O sistema imune possui um papel fundamental na eliminag¢ao de infec¢des, mas alguns
microrganismos driblam ou alteram o sistema e conseguem persistir (52). Como ¢ o caso dos

HPVs de alto risco, os quais tem o potencial de modificar o sistema imune a seu favor.

A infec¢do por HPV ¢ exclusiva em células epiteliais, células da primeira linha de
defesa da resposta imune inata. Teoricamente, este virus deveria ser detectado pelas células
apresentadoras de antigenos (CAA) presentes nos epitélios, bem como pelo préprio sistema de
reconhecimento de virus das células epiteliais, as quais liberam citocinas para recrutamento de
células inflamatorias. As CAAs levariam o antigeno do HPV para um linfonodo onde
apresentariam o antigeno para as células T naive. Assim, as células T se diferenciariam e
migrariam de volta para o local da infeccdo para destruir os queratinocitos. Isto € o que
normalmente ocorre quando um microrganismo invade o hospedeiro. Mas o HPV de uma
forma eficaz, interrompe a resposta imune inata e, consequentemente, atrasa a resposta imune

adaptativa, debilitando o reconhecimento do mesmo.

E5 e E7 do HPV de alto risco parecem ter a capacidade de reprimir a expressdao de
MHC de classe I (38, 41), assim, ndo ha apresentacao do antigeno e, consequentemente, leva
a um menor reconhecimento pelas cé¢lulas T CD8+ (41). E7 do HPV16 interfere na via de
traducao de sinais de JAK1/JAL2/STAT1/IRF-1, mediada por IFN, usando disto como escape

e permanéncia na célula hospedeira (38).
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Outra forma de escape ocorre pelo fato da replicagao do virus ocorrer em células que
estdo destinadas a morte, “morte natural”, estas ndo emitem “sinais de alerta”, assim ndo ha

recrutamento de células inflamatorias (53).

Além disto, o HPV pode permanecer latente. O virus em sua forma latente, serve como
uma estratégia, pois esse nao libera proteinas virais que poderiam ser reconhecidas pelo
sistema imune (19). Isto frequentemente acontece nos tumores, onde produtos virais ficam
ausentes ou em menores quantidades. O virus persiste como um epissomo e se apoia da
maquinaria do hospedeiro para sua replicagdo. Entretanto, o virus consegue voltar a sua forma

ativa a qualquer momento.

2.4 Receptores Toll-like, HPV e Cancer

Os receptores Toll-like (TLR) sdo proteinas transmembrana tipo [ presentes em
inimeras células do sistema inume, como queratinocitos ¢ CAA. Os TLRs apresentam um
ectodominio com repeti¢cdes ricas em leucina e um dominio citoplasmatico homologo ao da
IL-1R (TIR) (12). Esses receptores colaboram no reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMP), os quais estdo presentes em inimeros agentes infecciosos.
Até o momento foram identificados 10 tipos de TLRs em humanos (54) dentre os quais
alguns atuam como homo ou heterodimeros, e sdo expressos tanto em membrana plasmatica
(TLRI1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 ¢ TLR10), quanto dentro dos endossomos (TLR3, TLR7,
TLR8 e TLR9) (55). Isto confere a cada TLR propriedades e funcdes distintas no
reconhecimento de PAMPs e na resposta imune (54, 55) (Figura 2.2).
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Figura 2.2- Receptores Toll-like presentes em mamifero
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Para iniciar a resposta imune, ¢ necessaria a interagao receptor-ligante e a ativagao do

dominio TIR, a qual interage com moléculas adaptadoras, desencadeando assim, a ativagao de

fatores de transcricdo que irdo regular a reposta inflamatoria. Depois da descoberta da

ativacdo do dominio TIR ligada a molécula adaptadora MyD88, as vias de sinalizagdo

comecaram a ser intensamente estudadas. Subsequentemente, foram identificados outros

dominios de TIR ligados a outras moléculas, demonstrando que cada tipo de TLR recruta uma

molécula adaptadora distinta. A maioria dos sinais desencadeados pelos TLRs sao

dependentes de MyD88. Somente o TLR3 e TLR4 utilizam uma outra molécula adaptadora, a

Trif. TLR4 utiliza tanto MyD88 quanto Trif, mas ambas as moléculas ativam a cascata de
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sinais pro-inflamatorios, através dos fatores de transcricdo NF-kB e fator regulador de

Interferon (56).

Uma vez proposto que esses sinais pro-inflamatorios podem colaborar na carcinogénese
(15), estes receptores estao sendo alvo de muitos estudos. Hoje, ja esta bem estabelecido que
existe uma ligacdo entre inflamacao e cancer (57, 58). Apesar da inflamagdo ser controlada
por inimeros mediadores e vias, algumas vias possuem papel central na regulagdo do

processo, incluindo as vias desencadeadas pelos TLRs.

Os TLRs parecem colaborar para a promoc¢ao do tumor através da ativagdo de sinais
pro-inflamatorios, anti-apoptoticos, proliferativos e pro-fibrinogénicos, tanto no
microambiente, como das proprias células tumorais, bem como parece atuar na reposta imune
anti-tumoral, promovendo regressdao do cancer (15). De fato, existe uma divergéncia de
fungdes atribuidas aos TLRs de acordo com os 6rgdos e células estudadas, denotando uma
dualidade no papel dos TLRs (59). Um mesmo receptor pode ter funcdes opostas dependendo
do 6rgao e células afetadas, mas, na maioria dos tumores estudados, os TLRs que promovem

o tumor sao TLR4 e TLR2 e os que tém fun¢ao de regredir sio TLR3, TLRS, TLR7/8, TLR9
(15).

A fungao do TLR4 como colaborador na promog¢ao do tumor estd melhor estabelecida
em intestino, figado, pancreas e pele (15). Em modelo animal, constatou-se que a super-
expressao deste receptor, em intestino, modula a inflamagdo e colabora para a neoplasia
associada a colite (60), assim como a redugao de TLR4, diminui drasticamente a inflamagao e
colabora para a regressdao do tumor. Esta regressao se aplica, também, se houver dele¢des na
via de sinalizacdo desencadeada por TLR4, como delecdes da molécula adaptadora MyD88,
ou até mesmo na eliminagdo da microbiota do intestino, a qual deixaria de ativar TLR4 pela
interacao a um PAMP, reduzindo assim, o desenvolvimento de cancer (15). Mesmo com uma
vasta literatura demonstrando a funcdo de TLR4 na carcinogénese, ainda ndo esta totalmente
compreendido como ocorre essa influéncia, mesmo porque, carcinomas de mama que
apresentam TLR4 tem melhor resposta na quimioterapia e radioterapia, mostrando, desse

modo, que em mama, o progndstico parece ser mais favoravel na presenca deste receptor (61).

O TLR2, assim como o TLR4, parece promover o crescimento do tumor em alguns
orgdos, como no cancer de estdmago e figado. Sua presenca faz com que haja

desenvolvimento de mais tumores e diminui a sobrevida do animal (15).
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Os TLR3, TLRS, TLR7 e TLR8 demonstraram fun¢des de supressao tumoral na maioria
dos estudos (15). Camundongos deficientes em TLR3 demostraram possuir maior taxa de
crescimento do cancer de prdstata (62), assim como a ativagdo de TLRS parece induzir uma
potente resposta antitumoral. Sendo assim, a implantacdo de agonistas de TLRS, retarda o
crescimento do tumor (63). Em figado, estudo sugere aplicagdo clinica do agonista de TLRS
como prote¢do hepatica e agente anti-metastatico (64). Agonistas de TLR7 e TLRS estdao
sendo estudados para terapia antitumoral (15), mas assim como os outros tipos de receptores,
estes podem atuar de forma oposta dependendo do o6rgdo afetado, como por exemplo o

pancreas, no qual TLR7 acelera a formacao do tumor (65).

Outro receptor muito investigado como alvo na terapia antitumoral ¢ o TLR9. Este
reconhece DNA de virus e bactérias e a sua auséncia em lesdes infectadas com retrovirus
endogeno resulta no desenvolvimento da leucemia linfoblastica de células T. Isto sugere que
TLR9, em especial, parece ser relevante em tumores induzidos por virus. Em carcinomas de
colo positivos para HPV16 houve inibicao da transcricdo de TLRY e, consequentemente, da

via de sinalizacgdo (15, 66).

Os TLRs sdo os receptores da resposta imune inata mais estudados e, nos ultimos anos,
estudos demonstraram que existem interagdes entre TLRs e HPV. Yu et al. (10), analisaram,
por imuno-histoquimica, a expressdao de TLR4 e notaram que havia uma diminui¢cdo deste
receptor em neoplasia cervical, causada pelo HPV, assim como, notaram que esta diminui¢ao
parece estar inversamente associada com a expressdao de pl6INK4A, um marcador crucial de
HPV (10). Daud et al. (9), analisaram TLR1-4 TLR-6-9, por RT PCR, também em neoplasia
cervical, e notaram que HPV16 interfere na resposta imune inata, contribuindo para a
persisténcia viral e o aumento da expressao de TLR2, 3, 7, 8 ¢ 9, exceto TLR-4 (9). Por outro
lado, Cannela et al. (67), demostraram que nao ha diferencas significativas na expressao de
TLR2, 3, 4 e 7 em carcinoma de colo de utero HPV+, quando comparados aos HPV-. Além
disso, TLR9 estava mais expresso nos carcinomas HPV+ (67).

Em CECOF, TLR7 e TLR9 demonstraram diferengas significativas entre HPV+ ¢ HPV-,
in vivo (68).

Outros estudos demonstraram que outros virus, como o papiloma virus bovino (69) e
HTLV-1 (70), possuem a capacidade de diminuir a expressao do TLR4 em fibroblastos e
macrofagos, respectivamente.

Ainda existem iniimeras controvérsias sobre o aumento ou diminui¢do da expressao de

TLRs causadas pelo HPV e quais seriam as consequéncias destes eventos.
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3 PROPOSICAO

O presente trabalho teve como objetivo geral: verificar diferengas na expressdo de
receptores Toll-like em amostras de carcinoma espinocelular de orofaringe e em linhagens
celulares derivadas HPV positivos e de carcinoma espinocelular de orofaringe negativos para

HPV

Os objetivos especificos foram:
1. Avaliar a expressao proteica de TLR4 nos carcinomas espinocelulares de orofaringe

positivos e negativos para a proteinal 6, por imunohistoquimica.

2. Avaliar quantitativamente a expressao génica dos receptores 7oll-like 1-10 em

linhagens de carcinoma espinocelulares de orofaringe HPV- e HPV+

3. Avaliar a expressdao proteica de TLRI1, 2, 4, 6 ¢ 9 nas linhagens de carcinoma

espinocelulares de orofaringe HPV- e HPV+, por citometria de fluxo.

4. Avaliar a expressao génica e proteica de TLR2 e TLR4 nas células estimuladas com
Lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS), Lipopolissacarideo de Escherichia coli ultra

puro (LPS-UP) e Peptidoglicano (PGN)

5. Avaliar a expressao das citocinas IL6 e IL8 nas células das linhagens tumorais
estimuladas ou ndo por Lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS), Lipopolissacarideo de

Escherichia coli ultra puro (LPS UP) e Peptidoglicano (PGN)
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (Anexo A).

4.1 Amostra tecidual

As amostras teciduais foram obtidas dos arquivos do servico de patologia da

Faculdade de Odontologia- Universidade de Sao Paulo.

Foram obtidos 37 casos diagnosticados de carcinoma espinocelular de orofaringe. Os
casos foram analisados histomorfologicamente em hematoxilina e eosina, a fim de confirmar

o diagnostico de CEC.

Os casos selecionados foram submetidos a reacdo de imunohistoquimica para pl6 e

TLRA4.

4.2 Imunohistoquimica

Foram realizados cortes de 3um de espessura de cada espécime emblocado em
parafina e estendidos em 4gua a 37°C. Os cortes foram transferidos para laminas de vidro
previamente tratadas com 3-aminopropiltrietoxilisano (Sigma St. Louis, MO, EUA) a 20% em

etanol absoluto.

Os cortes foram desparafinizados em xilol a 60°C por 30 minutos, xilol a temperatura
ambiente por 15 minutos e hidratadas em alcool, em cadeia decrescente, sendo 3 vezes em
etanol absoluto e uma vez em etanol 95%, 90%, 85% ¢ 80%. Cada banho foi de 3 min. Para
remocao do pigmento formdlico, foi realizado banho de 10 min em 10% hidréxido de amdnio,

seguido de 2 lavagens em agua destilada por 5 min.
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A seguir foi realizada a recuperacao antigénica por meio de incubagao dos espécimes e
solucdo tampdo citrato 10mM e pH 6.0, por 30min a 95°C. Em seguida, as laminas foram
resfriadas com agua destilada até temperatura ambiente. Os cortes foram entdo submetidos ao
bloqueio da peroxidase enddgena em solugdo de 3% de perdxido de hidrogénio diluido e 97%
de alcool metilico por 30 minutos e, logo apos, imersao na solu¢ao salina tamponada com
solucao TRIS (Tris 50mM e NaCl 150mM), pH 7,6, por 5 minutos.

Posteriormente, foi realizado o bloqueio dos sitios inespecificos com BSA (albumina
de soro bovino) a 1% por 30min. ApoOs esta etapa e em camara umida, foi incubado o
anticorpo primario diluido em 1% BSA conforme a Tabela 4.1 e mantida a uma temperatura
de aproximadamente 4°C.

Os espécimes foram incubados com polimero Envision Link (EnVision+Dual Link
System-HRP, Dako, Carpinteira, Califérnia, EUA) por um periodo de 30 minutos em
temperatura ambiente e, posterior lavagens com tampao TRIS. Para visualizagao da reagao
antigeno-anticorpo, os espécimes ja marcados com os anticorpos, foram incubados com a
solucao de 3,3'Diaminobenzidina Tretrahidroclorido (DAB, SIGMA, St Louis, EUA), por 5
minutos ao abrigo da luz. Os cortes microscopicos das lesoes foram lavados em agua destilada
e, em seguida, contra- corados com hemaoxilina de Harris (SIGMA, 63103, St Louis, EUA)
por 1 minuto.

As laminas foram lavadas em agua corrente e desidratadas em concentracao graduais
com imersdo inicial em alcool 70%, 75% e 80% por 3 min cada, seguidos de imersdo em
alcool absoluto, mergulhados em xilol, por Smin. Por fim, as laminas foram montadas com

pelo sistema automatizado (Tissue-Tek Film Coverslipper).

Tabela 4.1- Especificacdes dos anticorpos utilizados nas rea¢des de imunohistoquimica

Recuperacao
Anticorpo Fabricante Diluicao Incubaciao
Antigénica

Abcam Acido citrico

P16ink4a 1:1000 18h

(ab108349) pH6,0

Abcam Acido citrico

TLR4 1:1000 18h

ab13556 pH6,0
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4.2.1 Analise de dados

As laminas foram analisadas em microscopio optico de luz convencional (Olimpus®

CH2 — Olimpus Optical Co. Ltd — Japan) sob foco fixo e clareza de campo.

A expressao de pl6 e TLR4 foi quantificada por um estudo com dois observadores

independentes. As analises foram semiquantitativas.

Para analise da marcagdo de p16, os casos foram classificados em O=negativo; 1+1-
25% das células tumorais positivas; 2+ 26-50% das células tumorais positivas; 3+=51-75%
das células tumorais imunopositivas; 4+ >76% das células tumorais imunomarcadas. As
células tumorais precisavam apresentar positividade tanto nuclear quanto citoplasmaticas para
serem consideradas positivas. Foram, também, avaliadas quanto a intensidade e classificadas
em leve, moderada ou intensa. Para analise da confluéncia, marcagdes com mais de 10 células
tumorais foram consideradas positivas. Neste caso, a porcentagem das células positivas para
pl6 foi avaliada. Foram considerados positivos os tumores que apresentaram marcagdo >76%
ou >50% associada a confluéncia >25%. Este método foi baseado no trabalho de Lewis et al.

(71). Os tumores foram divididos em 2 grupos:

v" Grupo CECOF-pl16+= Tumores que apresentaram >76% das células tumorais
marcadas ou >50% com confluéncia maior que 25%
v" Grupo CECOF-p16-= Tumores que apresentaram <76% das células tumorais

marcadas ou com confluéncia menor que 25%.

Para analise semiquantitativa de TLR4, foram observados os cortes como um todo,
excluindo as margens. A porcentagem de células positivas para TLR4 foi categorizada por
meio dos scores: 0=negativo; 1+=1-25% das células tumorais positivas; 2+ 26=50%; 3+=51-

75%; 4+>76%.

As imagens foram obtidas com video-camera de alta resolugdo (AxioCam, Carl Zeiss

Microlmaging GmbH, Alemanha).
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4.3 Cultivo celular e reagentes

Foram utilizadas 4 linhagens de células de carcinoma espinocelular de orofaringe, sendo
duas positivas para HPV (SCC2 e SCC90) e duas negativas para HPV (SCC72 e SCC89).
Foram utilizadas como controle células THP1 ¢ HELA (Tabela 4.1). As linhagens celulares
SCC2, SCC90, SCC72 e SCC8Y foram gentilmente cedidas e testadas previamente pelo grupo
do Dr. Keith Hunter da Universidade de Sheffield, Sheffield, Reino Unido. para a deteccdo
da expressao das oncoproteinas E6 ¢ E7. Somente as linhagens SCC2 e SCC90 apresentam
expressoes génicas de E6 e E7. Também verificamos a expressao proteica de pl6 nas
linhagens SCC2, SCC90, SCC72, SCC89 e THP1 pela técnica de Western Blot.

Todas as células, com excecdo da THP1 foram mantidas congeladas em Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com
10% soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 1% penicilina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 1% L-glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 10%
de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em nitrogénio liquido
(N2). Depois de descongeladas, foram cultivadas em frascos plastico descartaveis de cultura
de 75cm’® (T75) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) contendo DMEM com 10% de SFB,
1% penicilina e 1% L-glutamina e deixadas na estufa a 37°C contendo 5% de CO,. O meio de
cultura foi trocado 24h apds o descongelamento das células e depois a cada dois dias até
atingir a confluéncia de 70-80% da sua densidade de saturacdo. Em seguida, estas células
foram sub-cultivadas e apds a primeira passagem, as cé€lulas foram utilizadas. As células
THP1 foram cultivadas em RPMI Roswell Park Memorial Institute medium (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA).

Tabela 4.2- Linhagens celulares utilizadas

Linhagem TNM Localizacgao Sexo HPV
"UD-SCC2  TIN2MO  Hipofaringe =~ Masculino ~ HPVI6
UPCI-SCC90 T2N1MO Base de lingua Masculino HPV16
UPCI-SCCT72 T3N2 Tonsila Feminino HPV-
SCC89 T4N2 Tonsila Masculino HPV-
HELA Colo de utero Feminino HPV18

THP1 HPV-
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4.4 Estimulos das células com lipopolisacarideo de Escherichia coli, (LPS)
lipopolisacarideo de Escherichia ultra puro (LPS UP) e com peptidoglicano
(PGN) de Staphylococcus aureus

Lipopolissacarideo (LPS) bacteriano ¢ um componente estrutural presente na camada
externa de bactérias gram negativas € um potente ativador do sistema imune. LPS ¢
reconhecido por TLR4 e ativa a cascata de sinalizagdo, levando a ativacdo de NF-k B ¢ a
producdo de citocinas pro-inflamatorias como IL6 e IL8. Ambos LPS e LPS UP ativam

TLR4, sendo o LPS UP com maior afinidade e especificidade para TLR4.

Peptidoglicano, um componente da parede celular de bactérias Gram positivas, ¢
reconhecido por TLR2 e ativa o sistema imune inato do hospedeiro, induzindo e liberando

citocinas e quimiocinas, como IL6 e ILS8.

4.4.1 Estimulo das células com LPS e LPS ultra puro in vitro

Cada linhagem celular (SCC2, SCC90, SCC72 ¢ SCCR89) foi cultivada, em triplicata,
em um frasco T75 até chegar a confluéncia de 70%. Dado a devida confluéncia, o meio de
cultura foi trocado por DMEM suplemementado com 10% FBS, 1% penicilina, 1% L-
glutamina e lug/ml de LPS de Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) ou lug/ml de LPS de Escherichia coli 0111:B4 Ultra Puro, agonista do TLR4,
(InvivoGen, San Diego, California, EUA), por 24h.

Apos este periodo, as células foram desprendidas do frasco utilizando Tripsina (Sigma-
Aldrich, 0,5g de tripsina e 0,2g de acido etilenodiaminotetracético (EDTA)), transferidas para
um tubo universal e centrifugadas a 1000rpm por 5 min. O precipitado (pellet) foi ressuspenso
em Iml de tampao fosfato-salino (PBS) e transferido para um microtubo (eppendorf). Este
tubo foi centrifugado a 5000rpm por 4min. O sobrenadante foi removido e o precipitado
congelado em -80°C. Este precipitado foi utilizado para as analise da expressio génica, por

RT-qPCR, e proteica, por Western blot.



40

A mesma preparagdo foi realizada para as cé€lulas utilizadas para a analise da expressao
proteica por citometria de fluxo, mas ao invés de serem ressuspensas em PBS e congeladas, as

células foram ressuspendidas em tampao de FACs (descrito no item 4.6).

4.4.2 Estimulo das células com PGN in vitro

Cada linhagem de célula (SCC2, SCC90, SCC72 e SCC89) foi cultivada, em triplicata,
em frascos T75 até chegar a confluéncia de 70%-80%. Dado a devida confluéncia, o meio de
cultura foi trocado por DMEM suplemementado com 10%FBS, 1% penicilina, 1% L-
glutamina e 10ug/ml de PGN de Staphylococcus aureus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), por 24h.

As células foram desprendidas do frasco utilizando Tripsina-EDTA (Sigma- Aldrich,
0,5g de tripsina e 0,2g de 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA), transferidas para um tubo
universal e centrifugadas a 1000 rpm por 5 min. O precipitado (pellet) foi ressuspenso em 1ml
de tampao fosfato-salino (PBS) e transferido para um tubo de eppendorf. Este tubo foi
centrifugado a 5000rpm por 4min. O sobrenadante foi removido e o precipitado congelado em
-80°C. Este precipitado foi utilizado para as analise da expressio génica, por qPCR, e
proteica, por Western blot.

A mesma preparacgdo foi realizada para as cé€lulas utilizadas para a analise da expressao
protéica por citometria de fluxo, mas ao invés de serem ressuspensas em PBS e congeladas, as

células foram ressuspendidas em tampao de FACs (descrito no item 4.6).
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4.5 Analise da expressdao génica dos receptores 7Toll-like 1-10, 1L-6, IL-8, através da

reacio em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR)

Foram realizados 4 experimentos, em triplicata, sendo:

1. Estimulo das células com 1ul/ml de LPS;
Estimulo das células com 1ul/ml de PGN;

Estimulo das células com 1ul/ml de LPS ultra puro

Sl A

Células nao estimuladas (controle)

4.5.1 Desenho dos primers

Os primers foram obtidos baseados no Banco de Dados NCBI-GenBank (National
Center for Biotechnology Information), de acordo com a sequéncia individual de cada regido
génica de TLR 1-10 e IFN-B. Os primers 1L-6, IL-8 e U6 foram cedidos gentilmente pelo Dr.
Daniel Lambert (Tabela 4.2). Para a escolha do gene endogeno foram testados 2 genes [-
actina e U6. Ambas apresentaram pouca variacao na expressao, mas U6 foi o gene de escolha.

Para o desenho dos primers, foi verificada a especificidade dos primers através do
Primer-BLAST (ncbi.nim.nih.gov). A sequéncia de nucleotideos de cada gene foi obtida

através da busca de cada proteina no banco de dados da Ensembl (www.esembl.org). A

escolha da sequéncia foi inicialmente aleatéria e posteriormente confirmada pelo Primer-
BLAST. Foram considerados os primers que continham de 40-60% dos nucleotideos GC,
temperatura de melting (Tm) entre 52-58°C e diferenca méaxima entre a temperatura do primer
senso e antissenso de 3°C. Também, evitou-se qualquer sequéncia de nucleotideo que fosse

complementar (ex. GATC), para evitar anelamento proprio.



Tabela 4.3- Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados nas rea¢des de PCR em tempo real

G Senso 5°- 3 Antissenso 5'-3 Tamanho Genbank
ene
do produto
CTGTGAACCTCAAGCA GAGCAATTGGCAGCACAC
TLRI 144 NM 003263.3
CTTGG TA -
TAACAGGCTGCATTCC TAGTAACATGGGTAAGAG 155
TLR2 NM 001318796.1
CAAGA GGAGG -
GTGGATAGCTCTCCTT CAGAGCCGTGCTAAGTTGT
TLR3 155 NM 003265.2
CACCA TA -
AGTTTCCTGCAATGGA CTGCTTATCTGAAGGTGTT
TLR4 84 NM 138554.4
TCAAGG GCAC -
GATTCTTGCCCACCAC CAGGTGTCTCACTGAACTT
TLRS 106 NM 003268.5
ATCAT CTG -
GATATCCTGCCATCCT CAGCTTCATAGCACTCAAT
TLR6 133 NM 006068.4
ATTGTGAG CCC -
TGGAAATTGCCCTCGT GTCAGCGCATCAAAAGCA
TLR7 99 NM 016562.3
TGTT TT -
CAGCCTGGGAAAGGA TCTTCGGCGCATAACTCAC
TLRS 105 NM 016610.3
GACTA A -
AGTCAATGGCTCCCAG CGTGAATGAGTGCTCGTGG 94
TLRY NM 017442.3
TTCCT TA -
TLRI TCCAGAATGAGTGGT CCTTGGGCCATTCCAAGTA
177 NM _030956.3
0 GCCAT TG
AATAAAACAACCTGA  TTATTGATTTTCACCAGGC
IL-6 94 NM_001318095.1
ACCTTCCA AAGT
TGTGTGAAATTATTGT TAAATCTTCTCCACAACCC
IL-8 91 NM 000584.3
AAAGCTT TCTG -
CTCGCTTCGGCAGCAC AACGCTTCACGAATTTGCG 96
Ue A T NM_020810.3
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4.5.2 Eficiénca dos primers

Foram feitas curvas padrao dos genes para a verificagdo da eficiéncia dos primers e
especificidade de amplificagdao verificada pela curva de Melting. Para tal, as amostras de
cDNA foram diluidas em série: ndo dilaida, 1:2; 1:4; 1:8; 1:16 e 1:32. Como controle
negativo foi utilizada dgua ultra pura, descartando assim, possiveis contaminagdes.

Os primers apresentaram eficiéncia entre 94,17%-110%. TLRS apresentou eficiéncia de
77% (Apéndice A). Apéndice B mostra a curva de Melting (Tm) das amostras.

Para a utilizacdo do método comparativo por 2%, foi avaliada a eficiéncia dos primers
de acordo com a inclinagao da reta (slope) e seguida da eficiéncia do primer. Para tal, foi
utilizada a ferramenta de andlise (qQPCR Calculator efficiency- Thermo Fisher) disponibilizada

no site https://www.thermofisher.com. (Thermo Scientific Web Tool)

4.5.3 Extracdo de RNA

Para a extracdo do RNA, as células foram cultivadas em frascos de 75cm” até chegarem
a uma confluéncia de 70%. De acordo com cada experimento as células foram estimuladas
por 24h, as células foram lavadas com PBS estéril, desprendidas do frasco com Tripsina-
EDTA, lavadas novamente com PBS estéril, centrifugadas a 1000rpm por 5 min e congeladas
em -80°C.

Foi utilizado o kit de extragao de RNA (RNeasy mini kit, Qiagen, cat.n. 74104, Valecia,
CA, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Para tal, o pellet de cada linhagem foi ressuspenso em 350ul de tampao, fornecido pelo
fabricante, acrescidos de 3,5ul de mercaptano e 350ul de 100% etanol (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). O contetido foi misturado através de leve pipetagem e transferido para um
microtubo acoplado com uma coluna com filtro. Este tubo foi centrifugado por Imin a
13000rpm para retencdo do RNA no filtro. Em seguida, o material foi lavado com solugdo

fornecida pela fabricante e centrifugado por 1min a 13000rpm. Nesta fase, foi realizado o
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tratamento da DNase (Qiagen) adicionando 80ul (10ul de DNasel + 70ul de tampao) de
solucdo a coluna por 15min em temperatura ambiente.

Posteriormente, o filtro foi lavado por duas vezes com 500ul de solugao fornecida pelo
fabricante e centrifugado por 2min a 13000rpm. Na sequéncia, a coluna com o filtro foi
transferida para um novo microtubo e 50ul de agua livre de RNase foram adicionadas no
interior da coluna, para eluicdo do RNA. Novamente, o tubo foi centrifugado a 13000rpm por
Imin. Com isso, 0 RNA foi transferido para o fundo do microtubo e a coluna foi descartada.

ApoOs a extragdo, a quantificagdo do RNA e a qualidade das amostras de RNA foram
determinadas por densidade optica em espectrofotdmetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis,
Thermo Scientific). Para tal, aliquotas de 1uLL. da amostra contendo o RNA foram transferidas
para o aparelho. As amostras de RNA foram entdo armazenadas em -80°C, para posterior
utilizagdo nas reagdes de transcrigdo reserva.

Para descartar a possibilidade de contaminacao por DNA, as amostras de RNA foram
amplificadas com todos os primers selecionados. As amostras que apresentaram amplificagdo

foram descartadas

4.5.4 Determinagao dos niveis quantitativos de RNAm dos receptores Toll-like 1-10, IL-6,
IL-8 e IFN-B

Assim, prosseguiu-se para a transcri¢do reversa e posterior quantificagdo da expressao

génica.

4.54.1 transcrigdo reversa da reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir das amostras diluidas

em uma concentracgao final de 300ng de RNA total.
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Em seguida, para a reagdo de transcri¢ao reversa, foi utilizado o kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher, Foster City, California, USA). Foram
adicionados aos tubos de microcentrifuga com as amostras, 2ul de 10x RT Buffer, 0,8ul de
dNTP Mix (100mM), 2ul 10x RT Random Primers, 1 pl MultiScribe Reverse Transcriptase,
1ul RNase Inhibitor e 3,2ul de 4gua ultra pura e, posteriormente, incubadas no termociclador
(Termo ciclador DYAD, DNA Engine) 25°C por 10 min, 37°C por 2h, 85°C por 5 min e
mantidas a 4°C. ApOs a transcrigdo reversa, as amostras foram submetidas a reacdo em cadeia

da polimerase em tempo real.

Os produtos da RT serviu como molde para a amplificagdo dos genes TLRI-10, IL-6 e
IL-8. Para o sistema de detecgdo, foi utilizado o fluoroforo SYBR Green (SYBR Green
Master Mix”, Applied Byosistems)

Para a realizacdo dos ciclos de reacdes, foram misturados: 5ul de SYBR Green
Mastermix, 3,5ul de agua ultra pura, 0,5u1 do primer senso e 0,5ul do primer antissenso.
9,5ul desta mistura foram adicionados em cada pogo e acrescidos 0,5ul de cDNA em cada
poco. O experimento foi realizado em triplicata em uma placa de 96 pocos, com volume final
de 10ul em cada pogo. Para cada par de primer, foi realizado controle negativo com agua ultra
pura. Em seguida, as placas foram seladas com adesivo Optico (MicroAmp-Applied
Biosystem), centrifugadas a 1000rpm por 2min e levada ao termociclador (7900HT Fast real

time PCR).

O processo de ciclagem constistiu de desnaturacdo inicial, seguida de 40 ciclos de
amplificacio. Cada ciclo apresentou: fase inicial (50°C por 2min), fase de desnaturacio
inicial (95°C por 10min), condi¢do de ciclagem térmica (95°C por 15 seg) e anelamento e
extensdo (60°C por min) e estigio da analise da curva de dissociacio (curva de Melr),

conferindo auséncia de qualquer curva bimodal ou sinal anormal de amplificagdo (Apéndice

B).

A andlise dos dados foi realizada por meio de quantificacao relativa pelo método do Ct
comparativo (2"**“"), utilizando o gene U6 para controle de normaliza¢io dos dados. Como

amostra calibradora foi utilizado a linhagem SCC72.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A média dos valores de Ct esta
descrita no Apéndice C. As amostras que apresentaram valores de Ct>35 foram consideradas

negativas para a amplificacao.
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4.6 Western Blot

Cada linhagem (SCC2, SCC90, SCC72, SCC89, HELA e THP1) foi cultivada em um

frasco de 75cm” e em duplicata.
Foram realizados 4 experimentos, sendo:
1. Estimulo das células com 1ul/ml de LPS;
2. Estimulo das células com 1ul/ml de peptidoglicano;
3. Estimulo das células com 1ul/ml de LPS ultra puro;

4. Células ndo estimuladas (controle).

4.6.1 Extracao proteica

Foram adicionados aos tubos com o precipitado, 200ul de radioimunoprecipitagao
(RIPA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), acrescidos de inibidor de protease (PhosStop,
Roche, Mannhein, Alemanha) e homogeneizadas por sonicagdo. As amostras foram sempre
mantidas a 4°C.

As amostras foram entdo centrifugadas a 13000rpm por 20min a 4°C. Apods, o
sobrenadante foi coletado, transferido para um novo tubo de eppendorf e congelado em -80°C

até o momento do experimento. O precipitado foi descartado.

4.5.2 Quantificagao proteica
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Para a determinacdo da quantidade de proteina foi realizado o ensaio com acido
bicinconinico (BCA). O principio deste ensaio é a formacio de um complexo proteina-Cu ™
em condi¢des alcalinas, seguida da reducido de Cu'™ para Cu™'. A quantidade de reducdo é
proporcional a quantidade de proteina presente. O peptideo ligante é capaz de reduzir Cu™
para Cu™ BCA forma uma reacio arroxeada a qual é possivel verificar por absorbancia a
redugio de Cu™.

Para tal quantificacdao foi utilizado o kit comercial BCA Protein Assay kit (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA). A diluicao para a curva padrdo foi 2mg/ml, 1.5mg/ml,
Img/ml, 0,75mg/ml, 0,50mg/ml e 0,125mg/ml.

Foram utilizadas placas de 96 pogos de fundo chato e adicionados 200ul do reagente A
e B do kit do BCA (em uma razao de 1:50). 10ul das amostras, diluidas em 1:10, foram
adicionadas em triplicata. Apos, a placa permaneceu incubadas por 30min a 37°C.

A leitura foi realizada em espectofotometro de placas (Polarstar Galaxy) por
absorbancia a 540nm. Os dados de absorbancia da curva padrao foram plotados, e um grafico
correspondente a absorbancia e concentragao proteica foi obtido. Os dados de absorbancia das
amostras deste trabalho foram substituidos na equacao dada pela curva padrao, obtendo assim,
a concentragdo proteica de cada amostra. Assim, foram utilizados 20ug de proteina de cada

amostra.

4.5.3 Eletroforese € Western blot

Uma solucao final de 30ul (20ug de proteina + agua + loading buffer) de cada amostra
foi mantida por 5min a 95°C e transferida para cada pogo do gel de poliacrilamida 4-12%
(NuPage Bis-tris mini gels, Novex, California, EUA). O gel foi submetido a uma corrente de

120V.

Foi realizada a transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose
utilizando o kit iBlot nitrocelulose (iBlot nitrocelulose regular stacks, Novex, Life
Technology, Rockford, IL, EUA) pelo sistema de transferéncia iBlot a seco (iBlot Dry
Blotting, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA), por 7 min.
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Apos a transferéncia, as membranas foram lavadas 2 vezes por Smin com 10ml tampao
salina Tris com 0,1% Tween 20 (TBS-T) e posteriormente bloqueadas com 10ml de 5% de
leite diluidos em TBS-T por 1h. Em seguida, as membranas foram lavadas 2 vezes por Smin
com 10ml de TBS-T e incubadas por 1h em 5% de leite diluidos em 5ml de TBS-T (Leite-
TBS-T). O primeiro ensaio foi para verificar a presenca de B-actina, com isso, o anticorpo
anti- B-actina foi incubado por 1h em temperatura ambiente, lavados 3x em TBS-T por 5 min
cada lavagem e adicionados o anticorpo secundario, diluidos em Leite-TBS-T, por 1h. As
membranas foram entdo lavadas por 2 vezes com 10ml de TBS-T e colocadas em solugao
reveladora (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
EUA) por 1min e imediatamente reveladas.

Novos testes foram realizados na mesma membrana, para tal, estas foram lavadas 3x em
10ml de TBS-T por Smin e cada anticorpo alvo foi diluido em Leite-TBS-T, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Tabela 4.3), por 16 h a 4°C. Apds a incubagdo, o mesmo
procedimento até a revelagdo, executado na membrana tratada com anti- B-actina, sendo, 3
lavagens com 10ml de TBS-T por 5 min, seguidas de incubagdo com o anticorpo secundario
diluidos em 10ml de Leite-TBS-T de acordo com o fabricante (Tabela 4.3) por 1h em
temperatura ambiente, lavagens com 10ml de TBS-T e submetidas a solucao reveladora por

Imin e imediatamente reveladas.

Tabela 4.4- Concentragdes dos anticorpos

“Anticopo  Fabricante ~ Diluiglo =~ Peso molecular
Anti-TLR2 (ab108998)  Abcam 1:2000 90kDa
Anti-TLR4 (ab13556) Abcam 1:1000 95kDa
B-actin Abcam 1:10000 42kDa
Anti-pl6ink4a Abcam 1:5000 17kDa
(ab108349)

Anti-rabbit Abcam 1:3000
Anti-mouse Abcam 1:3000

Como foram reutilizadas as mesmas membranas de nitrocelulose para todos os

anticorpos, estas passaram por tratamento para remocao dos anticorpos primarios e
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secundarios utilizando tampao de remocao (Restore Western Blot Stripping Buffer, Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA). As membranas também foram coradas com Ponceau S
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA) para confirmacao da presenca das proteinas

(Figura 4.1).

Figura 4.1- Figura ilustrativa de uma das membranas coradas com Ponceau S

4.7 Analise da presenca dos receptores TLR1, 2, 4, 6 e 9 por citometria de fluxo

As células foram lavadas 2 vezes com PBS e o meio de cultura DMEM foi adicionado.
Foram separados 2 microtubos de cada linhagem. Um dos microtubos foi utilizados para
controle, onde as células ndo receberam a adi¢do dos anticorpos, € o outro microtubo com as
células que foram marcadas com os anticorpos. Cada tubo continha uma média de 5x10° de
células removidas com solucao de solucao de dissociagdo celular (Cell dissocitation solution-
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As células foram transferidas para tubos de eppendorf
e centrifugadas a 5000rpm por 2min. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em 500ul de tampdo de FACS (PBS acrescidos de 0,1% azida de sédio e 1% de

BSA). Apds duas lavagens com tampao de FACS, foram adicionados 45ul de tampao de
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FACS e 2.5ul de anticorpo (Tabela 4.4) e incubados por 20min a 4°C. Em seguida, as células

foram lavadas com tampao de FACS e fixadas com 2% de paraformaldeido.

Para a marcacdo com TLRY, proteina intracelular, as células foram permeabilizadas
com 0,1% de Saponina, por 15min, em temperatura ambiente. Apos a permeabilizacdo, foram
adicionados 45ul de tampao de FACS e 2.5ul de anticorpo anti-TLR9 ou isotipo. As células

foram lavadas duas vezes com tampao de FACS e fixadas com 2% de paraformaldeido.

Anti-TLR6, por ndo ser um anticorpo conjugado com fluordforo, foi acrescido do
anticorpo secundério conjugado com FITC por 20min a 4°C. Foram feitas duas lavagens com

tampado de FACS e as células fixadas com 2% de paraformaldeido.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e as analises foram realizadas pelos

citometros da BD Biosciences, FACSCalibur ou LSRII Flow Cytometer System.

Os resultados foram analisados pelo programa Flowing Software, versao 2.5. Os
resultados foram baseados na intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) da amostra alvo
dividido pela MFI da amostra ndo coradas (sem adicdo de anticorpo). As células quando
coradas com anticorpos anti-TLR9, foram comparadas com a MFI do isotipo, isto por TLR9

ser uma proteina intracelular.
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Tabela 4.5- Anticorpos utilizados para a analise da presenca dos receptores Toll-like 1,2,4,6 ¢ 9

Anticorpo eBioscience Cat. No.

Anti-Human CD281 (TLR1)

12-9911-41
PE
Anti-Human CD282 (TLR2)
61-9922-41
PE-eFluor® 610
Anti-Human CD284 (TLR4)
56-9917-41
Alexa Fluor® 700
Anti-Human CD286 (TLR6)
14-9069-80
Biotin
Streptavidin FITC 11-4317-87
Anti-Human CD289 (TLR9)
17-9099-80
APC
Rat IgG2a K Isotype Control
8 P 17-4321-41
APC
Anti-Human CD284 (TLR4)
53-9917-41

Alexa Fluor® 700

4.8 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para as citocinas IL6 e IL8

Para verificar se existe ativagdo da via de sinalizacdo via TLR4, as cé¢lulas foram
estimuladas com LPS e LPS UP, ¢ os niveis de IL6 ¢ IL8 foram avaliados. Para a verificagao

da ativagao de TLR2, as células foram estimuladas com PGN.
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Cada linhagem (SCC2, SCC90, SCC72, SCC89) foi cultivada em um dos pocos de uma
placa de 24 pocos.

Foram realizados 3 experimentos, sendo:

1. Estimulo das células com 0,1ul/ml, 1ul/ml, 10ul/ml de peptidoglicano e sem

estimulo, por 24h;

2. Estimulo das células com 0,01ul/ml , 0,1ul/ml , Tul/ml de LPS e sem estimulo, por
24 h;

3. Estimulo das células com 0,01ul/ml , 0,1ul/ml , 1ul/ml de LPS ultra puro e sem

estimulo, por 24h

ApoOs 24h o sobrenadante foi coletado, centrifugado a 5000rpm por 5 min e o

sobrenadante coletado e congelado a -20°C.

As concentragdes das citocinas IL-6 e IL-8 secretadas pelas células estimuladas e nao
estimuladas, foram mensuradas através do ensaio imunoenzimatico, utilizando-se o kit
comercial BD OptEIA Set Human IL-6 e IL-8 (BD Biosciences, Torreyana ROad, San Diego,
CA, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante.

Foi feita uma diluicao de 1/20 para todas as amostras de acordo com testes realizados
anteriormente.

Placas de 96 pogos foram utilizadas e a analise foi realizada através das leituras das
reagcoes colorimétricas em 450 e 570nm em leitor de microplacas. A concentragdao das
citocinas foi determinada a partir dos valores obtidos com a curva padrao das diluicoes da

proteina recombinante.

4.9 Analise estatistica

Foram realizadas analises estatisticas para os experimentos realizados pela

metodologia qPCR, citometria de fluxo e ELISA.
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4.9.1 Andlise dos resultados da expressao génica dos experimentos realizados pela

metodologia qPCR

Para a analise de comparagdo, foram observadas as diferencas de expressdes dos
TLRs entre linhagens diferentes e as diferencas de expressdao de IL6 e IL8 entre mesma
linhagem, sem estimulo e com estimulo. Todos os resultados foram analisados por meio do
programa estatistico GraphPad Prism versao 6. Foram utilizados os testes one-way ANOVA
post hoc Tukey, para comparagdes entre mais de dois grupos, ¢ Teste t-Student, para
comparagoes entre dois grupos independentes. Foram consideradas diferencas significantes

quando p<0.05.

4.9.2 Estatistica dos resultados dos experimentos realizados pela metodologia Citometria de

fluxo

Os resultados foram analisados por meio do programa estatistico GraphPad Prism
versdao 6. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis post hoc Dunn-Bonferroni com multiplas

comparacoes. p<0.05

4.9.3 Estatistica dos resultados dos experimentos realizados pela metodologia ELISA

Os resultados foram analisados por meio do programa estatistico GraphPad Prism
versdao 6. Foi utilizado o teste de Mann- Whitney para comparagdes entre controle e cada

estimulo (PGN, LPS, LPS UP). p<0.05
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5 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram divididos de acordo com as subdivisdes do material

e métodos.

5.1 Avaliacdo imuno-histoquimica da expressio de pl6 e TLR4 em carcinomas

espinocelulares de orofaringe

Dos 37 casos selecionados, 9 casos demonstraram marcagdo para a proteina pl6 em
nucleo e citoplasma, sendo 8 (88,88%) com mais de 75% das células marcadas e 1 caso
(11,12%) com marcagdo entre 51-75% (Tabela 5.1). Os outros 28 casos ndo demonstraram
marcagdo nuclear e citoplasmatica de p16 ou demonstram confluéncia menor que 25%, sendo

assim, foram incluidas no grupo CECOF-p16-.



Tabela 5.1- Resultados da marcagdo dos tumores do Grupo CECOF-p16+

Caso Escore de p16 Confluéncia de p16 Intensidade de p16
1 4+ >25% Intensa
2 4+ >25% Intensa
3 4+ >25% Intensa
4 3+ >25% Intensa
5 4+ >25% Intensa
6 4+ >25% Intensa
7 4+ >25% Intensa
8 4+ >25% Intensa

9 4+ >25% Intensa
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Foram observados que 23 (88,14%) dos casos do grupo CECOF-pl6- expressavam

TLR4 em >75% das células tumorais (Figura 5.1 ) e, somente, 5 (11,86%) ndo expressavam

(Figura 5.2). Nao houve escore 1, 2 ou 3 (Tabela 5.2).

Figura 5.1- Figuras representativas da expressao imuno-histoquimica de pl6 ¢ TLR4 no Grupo CECOF-pl6-
positivo para TLR4. A. Imuno-histoquimica para pl6 (250x). B. Auséncia de marcacdo
citoplasmatica para pl6 e expressdao nuclear positiva, nas células tumorais. C. Imuno-histoquimica
para TLR4 (250x). D. Expressdo positiva citoplasmatica para TLR4 (400x)
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Figura 5.2- Figuras representativas da expressdo imuno-histoquimica de pl6 ¢ TLR4 no Grupo CECOF-pl6-
negativo para TLR4. A. Imuno-histoquimica para pl6 (250x). B. Auséncia de marcagdo
citoplasmatica para pl6 e expressdo nuclear positiva nas células tumorais. C. Imuno-histoquimica
para TLR4 demonstrando positividade no epitélio ndo acometido pelo tumor e células tumorais
negativas para TLR4 (250x). D. Auséncia da expressdo citoplasmatica e nuclear para TLR4 (400x)

No grupo CECOF-pl6+, foi observado que 3 (33,33%) dos tumores expressaram
TLR4 em >75% das células tumorais (Figura 5.3), 1 (11,11%) tumor mostrou marcagdo 3+ e
1 (11,11%) tumor 2+, e 4 (44.45%) dos casos ndo expressam TLR4 nas células tumorais
(Figura 5.4). Nao houve escore 1 (Tabela 5.2).

Tabela 5.2- Expressdo de TLR4 nos grupos CECOF-p16+ ¢ CECOF-p16-

CECOF- p16+ CECOF- p16-
Imunopositividade
0 1+ 2+ 3+ 4+ 0 1+ 2+ 3+ 4+
(escore)
TLR4 4 0 1 1 3 5 0 0 0 23




Figura 5.3- Figuras representativas da expressdo imuno-histoquimica de pl6 ¢ TLR4 no Grupo CECOF-pl6+
negativo para TLR4. A. Imuno-histoquimica para p16 (250x). B. Epitélio estratificado pavimentoso
nido acometido pelo tumor: Nota-se marca¢do nuclear da proteina pl6. C. Células tumorais
apresentando intensa marcagdo citoplasmatica e nuclear, bem como confluéncia maior que 25%. D.
Imuno-histoquimica para TLR4 (250x). E Epitélio estratificado pavimentoso ndo acometido pelo
tumor: Nota-se expressdo da proteina TLR4. F. Células tumorais ndo demonstrando expressdo da
proteina TLR4 (400x)

58
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Figura 5.4- Figuras representativas da expressdo imuno-histoquimica de pl6 ¢ TLR4 no Grupo CECOF-pl6+
positivo para TLR4 . A. Imuno-histoquimica para pl6 (250x). B. Células tumorais apresentando
intensa marcagdo citoplasmatica e nuclear, bem como confluéncia maior que 25% (400x). C.
Imuno-histoquimica para TLR4: nota-se expressdo da proteina TLR4 nas células tumorais (250x). D
Células tumorais demonstrando expressao da proteina TLR4 (400x)
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5.2 Avaliacdo da expressiao de pl16 nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCCI0 e
THP1 por Western blot.

A pl6 foi fortemente expressa nas linhagens HPV+ (SCC2 e SCC90), fracamente
expressa na linhagem SCC72 (HPV-) e negativa na linhagem SCC89 (HPV-) e THP1 (HPV-)
(Figura 5.5)
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Figura 5.5- Expressao proteica de p16 na linhagens SCC2, SCC72, SCC89, SCC90 e THP1 por Western blot
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5.3 Avaliacdo quantitativa da expressio génica e proteica do receptor Toll-like-1

(TLR1) nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA

Sem estimulo das células (expressao constitutiva), a quantificagdo génica relativa
demonstrou maiores niveis de expressao de TLR1 nas linhagens SCC72 e SCC89 (células ndo
infectadas com HPV) quando comparadas com a expressao génica de SCC2, SCC90 e HELA
(células positivas para HPV). Também demonstrou diferenca significativa entre SCC72 e

SCC89 (Figura 5.6A).
Entretanto, a expressdo proteica, analisada por citometria de fluxo, ndo demonstrou

diferencas significativas (Figura 5.6B e 5.6C). p<0.05
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Figura 5.6- Expressao de TLR1 em linhagens HPV- (SCC72 e SCC89), HPV16+ (SCC2 e SCC90) e HPV 18+
(Hela): A. Expressdo génica de TLRI1, por qPCR, demonstrando diferencas significativas entre as
linhagens HPVs- e HPVs+; B. Gréafico da intensidade mediana de fluorescéncia de TLR1, analisadas
por citometria de fluxo: ndo houve diferengas significativas entre as linhagens. C. Histograma
representativo da expressdo de TLR1 por citometria de fluxo: células ndo coradas - controle (Azul) e
TLR1 (Vermelho). (Média=SEM, p<0.05)



62

5.4 Avaliacdo quantitativa da expressao génica do receptor 7Toll-like -3 (TLR3) nas

linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 ¢e HELA

Sem estimulo, foram observadas diferencas significativas na expressao génica relativa
entre SCC89 (HPV-) e as demais linhagens estudadas (SCC72, SCC2 e SCC90). Nao foram
observadas diferengas quando comparado os grupos HPV- e HPV+ (Figura 5.7).
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Figura 5.7- Expressdo génica de TLR3: Nao houve diferencas significativas entre os grupos HPV+ ¢ HPV-.
Analise por qPCR (MédiaxSEM, p<0.05)
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5.5  Avaliacdo quantitativa da expressao génica do receptor Toll-like -5 (TLRS) nas

linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA

Sem estimulo, foram observadas maior expressao génica de TLRS5 em SCC72, quando
comparadas com as demais linhagens estudadas (SCC89, SCC2, SCC90), assim como entre

SCCI90 e SCC8I e entre SCC0 e SCC2 (p<0,05).

Contudo, nao foram observadas diferencas significativas na expressdo génica,

analisada por qPCR, entre o grupo HPV- (SCC72 e SCC89) e o grupo HPV+ (SCC2 e
SCC90) (Figura 5.8).
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Figura 5.8- Expressdo génica de TLR5: Nao houve diferencas significativas entre os grupos HPV+ ¢ HPV-.
Analise por gPCR (Média=SEM)
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5.6 Avaliacdo quantitativa da expressao génica e proteica do receptor Toll-like -6

(TLR6) nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA

Sem estimulo, a anélise da expressao génica relativa de TLR6 demonstrou diferencas
significativas entre as o grupo HPV- (SCC72 e SCC89) e o grupo HPV+ (SCC2, SCC90 e
Hela) (Figura 5.9A. Mas, a expressao proteica presente na superficie das células, , ndo

demonstrou diferengas significativas (Figura 5.9B e 5.9C). p<0.05
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Figura 5.9- Expressdo de TLR6 nas linhagens HPV- (SCC72 ¢ SCC89), HPV16+ (SCC2 e SCC90) e HPV 18+
(Hela): A. Expressdo génica de TLR6, por qPCR, demonstrou diferencas significativas entre os
grupos HPVs- ¢ HPVs+, p<0.05 ; B. Gréafico da intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) de
TLR6, analisadas por citometria de fluxo: ndo houve diferencas significativas entre as linhagens. C.
Histograma representativo da expressdo de TLR6 por citometria de fluxo: células ndo coradas -
controle (Azul) e TLR6 (Vermelho). (MédiatSEM)
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5.7 Avaliacdo quantitativa da expressao génica do receptor Toll-like -7 (TLR7) nas

linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90

A Ttnica linhagem celular que apresentou expressao génica foi a linhagem SCC89. As

demais linhagens apresentaram média dos Cts acima de 35.

5.8 Avaliacdo quantitativa da expressiao génica do receptor Toll-like-8 (TLR8) nas

linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 ¢e HELA

Nao foi possivel estabelecer a expressao génica de TLR8 devido a pouca expressao de
TLRS8 nas amostras utilizadas. Foram testados 2 sequencias diferentes de sense e antissense.
Esta baixa eficiéncia pode estar relacionada a auséncia ou pequena expressao deste receptores

nas células testadas.

Todos os Cts foram > 35.
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5.9 Avaliacdo quantitativa da expressio génica e proteica do receptor Toll-like-9

(TLRY) nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA

Sem estimulo das células, a andlise da expressao génica de TLR9 demonstrou
diferencas significativas entre SCC72 (HPV-) e SCC2 (HPV+) (Figura 5.11A), entretanto ndo
houve diferencas entre os grupos HPV- e HPV+ (Figura 5.11B e 5.11C). Foram observadas
diferencas significativas entre o grupo HPV- e HPV+. SCC2 e SCC90 demostram maior

expressao de TLRO.
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Figura 5.11- Expressdo de TLRY nas linhagens HPV- (SCC72 e SCC89), HPV16+ (SCC2 e SCC90) ¢ HPV 18+
(Hela): A. Expressao génica relativa de TLR9, por qPCR, ndo demonstrou diferengas significativas
entre os grupos HPVs- e HPVs+ ; B. Grafico da intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) de
TLRY, analisadas por citometria de fluxo: nota-se maior expressdo de TLR9 no grupo HPV+. C.
Histogramas representativos da expressdo de TLR9 por citometria de fluxo: células ndo coradas -

controle (Azul), Isotipo (Verde) e TLRY (Vermelho). (Média=SEM) p<0.05
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5.10 Avaliacdo quantitativa da expressao génica do receptor 7oll-like-10 (TLR10) nas
linhagens SCC2, SCC90, SCC72, SCC89 e HELA

As linhagens estudadas ndo apresentaram niveis de expressao de TLR10 detectaveis por

qRT-PCR.

5.11 Avaliacdo da expressao génica e da expressdo proteica do receptor Toll-like -2
(TLR2), IL6 e IL8 nas linhagens SCC2, SCC90, SCC72, SCC89 apoés estimulo
com LPS, LPS-ultra puro e PGN

5.11.1 Expressao génica e proteica de TLR2 nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e
HELA sem estimulo

Os resultados da analise da expressdao génica relativa apresentou diferencas
significativas entre SCC72 e as demais linhagens estudadas (SCC89, SCC2 e SCC90) e entre
SCC90 com SCC89 e SCC2. Nao houve diferencas significativas entre os grupos HPV- e
HPV+ (Figura 5.12A). Assim como nao houve diferengas significativas, entre linhagens, na
expressao dos receptores presentes na superficie da células, analisadas por citometria de fluxo

(Figuras 5.12B ¢ 5.12C).
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Figura 5.12- Expressdo de TLR2 nas linhagens HPV- (SCC72 e SCC89), HPV16+ (SCC2 e SCC90) e HPV18+
(Hela): A. Expressdo génica relativa de TLR2, analisada por qPCR, nao demonstrou diferencas
significativas entre os grupos HPV- e HPV+; B. Grafico da intensidade mediana de fluorescéncia
(MFI) de TLR2, analisadas por citometria de fluxo: ndo demonstrou diferengas significativas entre
as linhagens; C. Histogramas representativos da expressao de TLR2 por citometria de fluxo: células
ndo coradas- controle (Azul) e TLR2 (Vermelho)
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5.11.2 Anadlise qualitativa da expressdo proteica de TLR2 nas linhagens SCC72, SCCR89,
SCC2, SCC90 e HELA estimuladas com peptidoglicano (PGN), lipopolissacarideo
(LPS) e lipopolissacarideo ultra-puro (LPS UP), analisadas por Western Blot

Nao ha evidéncias de banda proteica de TLR2 nas células ndo estimuladas, assim
como nao existe presenca da proteina apos o estimulo com LPS e LPS-UP. Entretanto, apos
estimulo com PGN, nota-se expressao significativa de TLR2 em todas as linhagens
analisadas. Isto demonstra resposta de TLR2, somente apds o estimulo com PGN (Figura

5.13). THP1 foi utilizado como controle positivo da expressao de TLR2.
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Figura 5.13- Comparacdo da expressdo de TLR2 apos diferentes estimulos (PGN, LPS e LPS UP) em uma
mesma linhagem: S6 ha evidéncias da proteina ap6s o estimulo com PGN
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5.11.3 Anadlise quantitativa da expressao génica e qualitativa da expressdo proteica de TLR2
nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA estimuladas com
peptidoglicano (PGN)

Apo6s o estimulo com PGN, nao houve diferengas significativas na expressao génica

de TLR2 entre os grupos HPV- ¢ HPV+ (Figura 5.14A).

Observa-se expressao proteica de TLR2 em todas as linhagens apos o estimulo com
PGN (Figura 5.14B).
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Figura 5.14- Expressdo de TLR2 apoés estimulo com Peptidoglicano (PGN): A. N&o houve diferengas
significativas na expressdo génica entre grupo HPV- ¢ HPV+(Média:SEM); B. Todas as linhagens

expressaram TLR2 apds o estimulo, p<0.05.
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5.11.4 Resposta pré inflamatoria de IL6 e IL8 apés o estimulo com peptidoglicano

(PGN)

SCC72 e SCC89 (HPV -), e SCC2 (HPV+) demostraram ter reposta epitelial pro-
inflamatoéria ap6s estimulo com PGN (agonista de TLR2), via TLR2.

Em SCC89 (HPV-), apdés o estimulo com lug/ml de PGN, nota-se aumento da
expressao génica de IL6 (Figura 5.15A). Assim como, significativo aumento da expressao
proteica de IL6 apos estimulo com 0,1ug/ml e 1ug/ml de PGN, quando comparados com a
célula sem estimulo (controle) (Figura 5.15B). Do mesmo modo, observa-se aumento
significativo de IL8 apos estimulo com 1ug/ml e 10ug/ml de PGN (Figura 15D). Mas nao
foram observados aumentos significativos da expressao génica de IL8 (Figura 15C).

Em SCC72, outra linhagem HPV-, demonstrou aumento significativo da expressao
génica de IL8 apds estimulo com 1ug/ml de PGN (Figura 5.15C) e aumento da expressao
proteica de IL8 apos estimulo com 10ug/ml de PGN. Nao foram observados aumentos
significativos da expressao de IL6.

SCC2 (HPV+) apresentou aumento da expressdo génica de IL6 mas ndo proteica
(Figura 5.15A e 5.15B). Entretanto esta linhagem apresentou aumento da expressao génica de
IL8 apds estimulo com lug/ml de PGN (Figura 5.15C) e proteica (Figura 5.15D) apods
estimulo com 1ug/ml e 10ug/ml de PGN.

SCC 90 (HPV+) nao demonstrou expressao génica ou proteica de IL6 e IL8 (Figuras
5.15A, 5.15B, 5.15C e 5.15D)
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Figura 5.15- Expressdo de IL6 e IL8 apds estimulo com peptidoglicano (PGN): A. Expressdo génica de IL6,
analisada por qPCR, demonstrou aumento significativo de IL6 nas linhagens SCC89 e SCC2, apds
estimulo com lug/ml; B. Expressdo proteica de IL6, analisada por ELISA: SCC89 demonstrou
aumento de IL6 apds estimulo com 0,lug/ml e lug/ml de PGN; C. Expressdo génica de IL8,
analisada por qPCR, demonstrou aumento significativo de IL8 nas linhagens SCC89 e SCC2, apds
estimulo com lug/ml de PGN; D. Expressdo proteica de IL8, analisada por ELISA: aumento
significativo de SCC72, ap6s estimulo com 10ug/ml, e SCC89 e SCC2 apoés estimulo com 1ug/ml

e 10ug/ml de PGN. (p<0.05; Média+DP)
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5.12 Avaliacdo da expressdo génica e proteica do receptor 7oll-like-4 (TLR4), 1L6 e
IL8 nas linhagens SCC2, SCC90, SCC72, SCC89 apos estimulo com LPS ultra

puro e LPS

5.12.1 Expressao génica e proteica de TLR4 nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 ¢

HELA sem estimulo.

A analise da expressao génica relativa de TLR4 demonstrou diferengas significativas
entre SCC90 e as demais linhagens estudadas (SCC72, SCC2 e SCC90). Todavia, ndo houve
diferencas entre os grupos HPV- e HPV+ (Figura 5.16A), assim como ndo houve diferengas
significativas, entre linhagens, na expressao dos receptores 7oll-like 4 presentes na superficie

das células, analisadas por citometria de fluxo (Figuras 5.16B e 5.16C).
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Figura 5.16- Expressdo de TLR4 nas linhagens HPV- (SCC72 e SCC89), HPV16+ (SCC2 e SCC90) ¢ HPV 18+
(Hela): A. Expressdo génica relativa de TLR4, analisada por qPCR, nao demonstrou diferencas
significativas entre os grupos HPV- e HPV+; B. Gréafico da intensidade mediana de fluorescéncia
(MFI) de TLR4, analisadas por citometria de fluxo: ndo demonstrou diferencas significativas entre
as linhagens; C. Histogramas representativos da expressdo de TLR4 por citometria de fluxo: células
ndo coradas- controle (Azul) e TLR4 (Vermelho). (p<0.05; Média:=SEM)
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5.12.2 Analise qualitativa da expressdo proteica de TLR4 nas linhagens SCC72, SCCR89,
SCC2, SCC90 e HELA estimuladas com peptidoglicano (PGN), lipopolissacarideo
(LPS) e lipopolissacarideo ultra-puro (LPS UP), analisadas por Western Blot

SCC72 foi a unica linhagem que apresentou expressao de TLR4, assim como apresentou
uma banda mais intensa quando estimulado com LPS. SCC72 também foi utilizada como

controle para as demais reagdes (Figura 5.17).
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Figura 5.17- Comparagdo da expressdo de TLR4 sob diferentes estimulos (PGN, LPS e LPS UP) em uma mesma
linhagem: S6 hé evidéncias da proteina na linhagem HPV- SCC72, com aumento da proteina TLR4
apos estimulo com LPS
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5.12.3 Expressao génica e proteica de TLR4 nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2,
SCC90 e HELA estimuladas com lipopolissacarideo de E. Coli (LPS)

Apos o estimulo com LPS, SCC72 demonstrou aumento significativo em relagdo a
SCC2. Contudo, nao houve diferencas significativas na expressao génica de TLR4 entre os

grupos HPV- e HPV+ (Figura 5.18A).

Observa-se expressao proteica de TLR4 somente na linhagem SCC72 (Figura 18B)
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Figura 5.18- Expressdo de TLR4 apods estimulo com Lipopolissacarideo ultra puro (LPS): A. Ndo houve
diferencas significativas na expressdo génica entre grupo HPV- ¢ HPV+; B. Somente a linhagem
SCC72 expressou TLR4 ap6s o estimulo (p<0.05; Média:SEM)

5.12.3.1 Auséncia de resposta pro-inflamatéria de IL6 e IL8 apds o estimulo com

lipopolissacarideo de E. Coli (LPS)

As linhagens HPV+ (SCC2 e SCC90) nao demostraram resposta quando estimuladas
com LPS (proteina agonista de TLR4). Por outro lado, as linhagens ndo infectadas com HPV

(SCC72 e SCC89) demostraram ter reposta epitelial.

SCC2 e SCC90, linhagens HPV+, ndo apresentaram aumento da expressdao de IL6
(Figuras 5.19A e 5.19B). Assim como nao houve diferencas significativas na expressao de

IL8 apos o estimulo com LPS (Figura 5.19B e 5.19D
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Em SCC89 (HPV-), apos o estimulo com lug/ml de LPS UP, nota-se aumento da
expressao génica de IL6 (Figura 5.19A). Resultado este, compativel com a expressao proteica,
o qual apresentou aumento significativo apos estimulo com 0,lug/ml e lug/ml de LPS

(Figura 5.19B). Nota-se aumento da expressao génica de IL8 (Figura 5.19C), mas ndo
proteica (Figura 5.19D).

Em SCC72, outra linhagem HPV-, nota-se aumento significativo da expressao génica
de IL8 apods estimulo com 1ug/ml de LPS UP (Figura 5.19C) e aumento da expressao proteica

de IL8 apos estimulo com 0,01ug/ml, 0,1lug/ml e lug/ml de LPS UP (Figura 5.19D).

Também foram observados aumentos significativos da expressdo génica de IL6, mas ndo
proteica (Figura 5.19A ¢ 5.19B)
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Figura 5.19- Expressao de IL6 e IL8 apds estimulo com lipopolissacarideo (LPS): A. Somente nas linhagens
HPV- foram observadas aumento da expressdo génica de IL6, analisada por qPCR, apds estimulo
com lug/ml de LPS; B. SCC89 demonstrou aumento da expressdo proteica de IL6 apds estimulo
com lug/ml, andlise por ELISA; C. Aumento da expressdo génica de IL8, em SCC72, apos

estimulo com lug/ml; D. Aumento da expressdo proteica de IL8, avaliada por ELISA, na
linhagem SCC72 apés estimulos com LPSUP. (p<0.05; Média+DP)
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5.12.4 Avaliacdo quantitativa da expressao génica e qualitativa da expressao proteica de
TLR4 nas linhagens SCC72, SCC89, SCC2, SCC90 e HELA estimuladas com
lipopolissacarideo de E. Coli ultra puro (LPS UP)

Apos o estimulo com LPS UP, nota-se maior expressdao génica de TLR4 em SCC89
comparado com as demais linhagens estudadas. Contudo, nao houve diferencas significativas

na expressao génica de TLR4 entre os grupos HPV- e HPV+ (Figura 5.20A).

Observa-se expressdo proteica de TLR4 somente na linhagem SCC72 (Figura

5.20B).
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Figura 5.20- Expressdao de TLR4 apds estimulo com Lipopolissacarideo ultra puro (LPS UP): A. Nao houve
diferencas significativas na expressdo génica entre grupo HPV- ¢ HPV+; B. Somente a linhagem
SCC72 expressou TLR4 apds o estimulo



78

5.12.4.1 Auséncia de resposta prd inflamatoria de IL6 e IL8 nas linhagens positivas para

HPYV, apos o estimulo com lipopolissacarideo de E. Coli ultra puro (LPS UP)

Assim como ocorreu com o estimulo com LPS, As linhagens HPV+ (SCC2 e
SCC90) nao demostraram resposta epitelial quando estimuladas com LPS UP (proteina
agonista especifica de TLR4). Por outro lado, as linhagens nao infectadas com HPV (SCC72 e
SCC89) demostraram ter reposta epitelial, via TLR4.

SCC2 e SCC90, linhagens HPV+, ndo apresentaram aumento da expressdao de IL6
(Figuras 5.21A e 5.21B). Assim como nao houve diferengas significativas na expressao de
IL8 apos o estimulo com LPSUP (Figura 5.21B ¢ 5.21D)

Em SCC89 (HPV-), apds o estimulo com lug/ml de LPS UP, nota-se aumento da
expressao génica de IL6 (Figura 5.21A). Assim como, significativo aumento da expressao
proteica apos estimulo com Iug/ml de LPS UP, quando comparados com a célula sem
estimulo (controle) (Figura 21B). Nao foram observados aumentos significativos da expressao
génica e proteica de IL8 (Figura 5.21C e 5.21D).

Em SCC72, outra linhagem HPV-, nota-se aumento significativo da expressao génica
de IL8 apods estimulo com 1ug/ml de LPS UP (Figura 5.21C) e aumento da expressao proteica
de IL8 apos estimulo com 0,01ug/ml, 0,1lug/ml e lug/ml de LPS UP (Figura 5.21D).
Também foram observados aumentos significativos da expressdo génica de IL6, mas ndo

proteica (Figura 5.21A e 5.21B).
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Figura 5.21- Expressdo de IL6 e IL8 ap6s estimulo com lipopolissacarideo ultra puro (LPS UP): A. Expressao
génica de IL6, analisada por qPCR, demonstrou aumento significativo nas linhagens HPV-
(SCC72 E SCCB89) e auséncia de resposta nas linhagens HPV+ (SCC2 e SCC90), ap6s estimulo
com lug/ml; B. Aumento da expressdo proteica de IL6, analisada por ELISA, apds estimulo
comlug/ml, em SCC89; C. Aumento da expressdo génica de IL8, em SCC72, apo6s estimulo com

lug/ml ; D. Aumento da expressdo proteica de IL8, avaliada por ELISA, na linhagem SCC72 apos
estimulos com LPSUP. (p<0.05; Média+DP)
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6 DISCUSSAO

A deteccdo de um microorganismo patogénico ¢ um evento mediado pela resposta
imune inata, a qual utiliza inimeros mecanismos para seu reconhecimento. Quase
invariavelmente, a detec¢ao envolve o reconhecimento de PAMPs por uma gama de PRRs, os
quais incluem os receptores 7oll-like. Diversos estudos demonstraram que células epiteliais
expressam TLRs, assim como co-receptores e moléculas adaptadoras, como CD14 e MyD88
(50). Entretanto, embora nem todas as células epiteliais tenham sido testadas para as
diferentes TLRs, sabe-se que nem todas expressam todos os TLRs, como por exemplo, a

linhagem gengival HGEC, uma linhagem HPV 16+ (72, 73).

A importancia da resposta epitelial deve-se ao fato de que todas as infecgdes passam
pela barreira epitelial, sendo assim, esta possui um papel central na deteccio dos
microrganismos. Muitas superficies de tecidos sdo densamente colonizadas pela microbiota, a
qual permanece comensal devido ao reconhecimento destes pelo sistema imune. O
reconhecimento do que ¢ comensal e do que € patologico ¢ um grande desafio ao tecido

epitelial (72).

Além deste papel fundamental na defesa contra infecgdes, cada vez mais estudos
demonstram o importante papel dos TLRs em manter a homeostasia tecidual, pois estes

regulam as respostas inflamatdrias e reparadoras do tecido frente a uma lesao (74).

Mais de 150 anos atras, Virchow apontou uma conexao entre inflamagdo e cancer ao
observar leucocitos em neoplasias. Hoje ja € consenso o importante papel da resposta
inflamatéria na carcinogénese e como fator de risco (75). Visto que esta inclui efeitos anti-
apoptoticos, indugdo oxidativa do DNA e a inducdo da resposta tecidual reparadora.
Concomitante, a resposta imune adaptativa ¢ importante na prevencao do desenvolvimento e

inibicao da progressdao do tumor (39). Essa dualidade ainda ¢ alvo de muitos estudos.

Esta ligacdo entre inflamagdo e cancer levou véarios grupos a estudarem os receptores
que ativam a via de sinalizacdo para recrutamento de células inflamatérias. Dentre eles estdo
os TLRs. Os TLRs reconhecem principalmente, lipopolissacarideos (LPS) de bactérias Gram-
negativas, os quais estimulam TLR4; peptidoglicano (PGN), acido lipoteicoico, zimogénio, 0s

quais ativam TLR1, TLR2 e TLR6; flagelo bacteriano, o qual ativa TLRS; CpG DNA nao
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metilado bacterianos e virais que ativam TLR9; dupla fita de RNA, a qual ativa TLR3; RNA
de fita simples, o qual ativa TLR7 e TLRS8 (74).

Alteragdes nas expressoes dos TLRs ou em sua via de sinalizagdo poderiam levar a
uma progressao ou regressao do tumor. Por isso, muitos estudos estdo sendo focados na
aplicacdo dos TLRs na terapia do cancer. Entretanto, sdo necessarios estudos individuais de
cada tecido e de cada cancer para identificar como esses receptores atuam na prevencao ou

progressao do tumor.

Sabe-se que pacientes apresentando CECOF HPV+, apresentam melhor progndstico
do que aqueles que possuem CEC HPV-, mas at¢ o momento poucos sdo os estudos de
CECOF HPV+ relacionados a resposta imune. Além disso, estudos em colo de ttero tém
demonstrado alteragdes na resposta imune inata ligada ao TLR. Ainda existem muitas
contradigdes e mais estudos sdo necessarios. Em cabeca e pescoco, existe apenas um estudo
(68) avaliando alguns dos receptores Toll-likes. Este ¢ o primeiro estudo em orofaringe

avaliando todos os 10 TLRs e a funcao dos principais receptores.

No presente estudo, apos a analise da expressao génica de TLR1-10, por qPCR,
observou-se que somente TLR1 e TLR6 apresentavam diferencas significativas, com maior
expressao no grupo HPV-, quando comparados com o grupo HPV+. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas significativas na expressdo proteica destes dois receptores entre os
grupos HPV- ¢ HPV+. Em colo de utero, De Carlo et al. (76), demonstraram diminuicao da
expressao génica de TLR1 (76), em tumores HPV+. Em cabecga e pescoco, o nico trabalho
publicado demonstrou que também nao houve diferenga na expressao de TLR1 e TLR®6, in
vivo. TLR1 e TLR6 sdo heterodimeros com TLR2, e reconhecem lipoproteinas e
peptidoglicanos. Em cancer em modelo animal, a lipoproteina bacteriana sintética, um
agonista de TLRI/TLR2, induz a regressdao do tumor através do aumento da funcao de
linfécitos T citotoxicos (77), dando ao TLR1 uma caracteristica de colaborador na regressao
tumoral. Agonistas de TLR6/2 também demonstraram colaborar no tratamento de cancer de
pancreas. Animais que tiveram inje¢des intratumorais de agonista de TLR6/TR2, associados
com gencitabina tiveram maior sobrevida. Outro estudo, demonstrou que agonista de
TLR6/TLR2 associado com IFNy aumenta a produg¢ao de CXCL10, o qual pode aumentar e

melhorar o sistema imune (78).

O fato de ndo termos encontrado alteragdo nas expressoes proteicas de TLR1, TLR2 e

TRL6, levou-nos a verificar a existéncia de funcionalidade apos o estimulo com antagonista
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de TLR2 em ambos os grupos HPV- e HPV+. PGN de Staphylococcus aureus € um ativador
de TLR2 (79), como também demonstrado neste trabalho, onde verificamos a expressao de
TLR2 somente apos o estimulo com PGN, ndo tendo sido detectado o receptor apds estimulo

com LPS e LPS UP.

As linhagens SCC72 e SCC89 (ambas HPV-) expressaram IL8 e IL6,
respectivamente, apds o estimulo com PGN. Assim como SCC2, linhagem HPV+, que
também apresentou secre¢ao de IL8. Este fato demonstrou TLR2 funcional em uma linhagem
HPV+. TLR2 pode funcionar como um estimulador ou supressor do carcinoma, dependendo

do tumor. Em cancer gastrico, TLR2 favorece a progressao tumoral via prolifera¢ao e indugdo

da via de sinalizagao PI3/Akt, ERK1/2 e NF-kB (80, 81).

Outro receptor que tem papel pro-tumoral ¢ TLR4 (81). Nossos resultados
demonstraram que 55,55% dos casos positivos para pl6 expressaram TLR4, sendo
aproximadamente 34% os casos com >75% de marcagdes e 44,45% negativas para TLR4.
Estes resultados demonstram que a expressdao de TLR4 em CECOF parece ser diferente dos
carcinoma de colo de utero positivos para p16. Uma vez que em carcinoma de colo de utero
associado ao HPV, a expressao de TLR4 parece estar diminuida (10, 11). Em contrapartida,
nossos resultados parecem corroborar com os resultados de Jouhi et al. (68), que também
encontrou casos imunopositivos para TLR4 em CECOF associado ao HPV. TLR4 ndo
demonstrou alteragdes na expressao génica entre os grupos HPV- e HPV+, como verificado
por Jouhi et al. (68), diferente dos resultados em carcinoma de colo de ttero, onde notou-se
diminui¢do da expressao de TLR4 (10, 38, 82, 83). Em nosso estudo todas as linhagens
apresentaram TLR4, quando avaliadas por citometria de fluxo, mas somente na linhagem
SCC72 TLR4 foi detectado por western blot. Frente a isso, procuramos verificar se havia
aumento da expressdo proteica apos o estimulo com PGN, LPS e LPSUP Tendo sido
observada apenas presenca da proteina na linhagem SCC72, com aumento desta apos estimulo
com LPS. A auséncia de detec¢do de TLR4 pode estar correlacionada as baixas concentragdes
desta proteina. Estudos mostram que TLR4 ¢ expresso em niveis extremamente baixos em

epitélio de cavidade bucal e outros tecidos (72, 73).

Todavia, apos o estimulo com LPS (agonista de TLR4) e LPSUP (agonista especifico
de TLR4) notou-se auséncia da resposta pro-inflamatoria de IL6 e IL8 nas linhagens HPV+

(SCC2 e SCC90), avaliados por ELISA, embora tenha-se notado secrecao de IL6 e IL8 nas
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linhagens HPV-, SCC89 e SCC72, respectivamente. A auséncia de resposta das linhagens

HPV+, pode sugerir alteragdes na via de sinalizagao ou no receptor, causadas pelo HPV.

Altas expressoes de IL6 e IL8 sdo detectadas em inumeros carcinomas, sugerindo uma
importante participagdo destas citocinas como fatores reguladores no microambiente tumoral
(84). IL6 ¢ correlacionada com o mecanismo de defesa, assim como controle do crescimento e
diferenciagdo de varias lesoes malignas. A superexpressao de IL6 esta associada a progressao
do tumor por inibir a apoptose das células neoplésicas, estimular a angiogénese (85, 86) e
colaborar na resisténcia as drogas (87). A expressao de IL8 promove respostas angiogénicas
em cé¢lulas epiteliais, aumento da proliferagdo e sobrevida das células endoteliais e tumorais,
assim como aumenta o potencial de migracao das células neoplasicas, endoteliais e aumento
do infiltrado neutrofilico local (84). IL8 também esta correlacionada a metastase em inimeros
modelos in vivo (88, 89). Além disso, drogas que induzem IL8 conferem maior resisténcia a
quimioterapicos em células tumorais (90). Com isso, a inibi¢do dos efeitos de IL8 pode
colaborar para a melhor resposta do tumor as terapias (84). Sendo assim, a disfun¢do da via de
sinalizagdo de TLR4 e inibicao da secrecao de IL6 e ILS8, poderia colaborar para o melhor

prognoéstico, como visto em pacientes com CECOF HPV+.

Outros trabalhos também demonstraram o potencial do HPV em diminuir a expressao
de interleucinas e interferons. Pacientes apresentando carcinomas de colo de ttero associado
ao HPV, demonstram deficiéncia das células T auxiliares (Th) contra E2, E6 ¢ E7, onde
metade deste grupo estudado falhou na deteccao de peptideos derivados do HPV16+ e a outra
metade ndo possuia Th funcional, com auséncia da secre¢ao de IFN e IL5 (45). Também foi
demonstrada diminuicdo da transcrigdo de IFN em células epiteliais HPV16+ (49). A
oncoproteina E7 interfere na expressao de IFN por ligar-se a IRF-1, um fator de transcri¢ao de
IFN, inibindo-o e impedindo sua transcri¢ao (91). E6 também interfere na transcrigao de IFN.
Esta oncoproteina liga-se ao IRF-3 e inibe a funcdo de ativacdao de transcri¢do (92). Isto

confere ao HPV o potencial de alterar a resposta imune.

Uma hipétese relacionada a disfungao de TLR4, pode estar ligada as moléculas
adaptadoras. A linhagem de colo de utero HPV18, Hela, ndo expressa MD2, molécula
necessaria para a deteccao de PAMPs e ativagdo da resposta de TLR4 (93). Moléculas como
MD2 e CDI14 sao essenciais para a ligagdo de LPS e ativacdo da via de sinalizacao (72).

Outra hipotese, esta baseada no polimorfismo deste receptor. O polimorfismo de alguns TLRs
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estao associados a diversas doencgas e pode ser um fator de risco ligado ao carcinoma de colo

de utero (94).

TLR3 nao demonstrou diferencas entre o grupo HPV- e o grupo HPV+, resultado
similar ao do grupo que estudou TLR3 em CECOF HPV+, in vivo (68). Contudo, diferente
dos resultados em colo de tutero, o qual parece ter aumento da expressao de TLR3 (9). TLR3
tem sido considerado, em alguns tumores, como supressor tumoral, isto devido a ativagao
mediada por IFN e subsequente ativacdo de NK e células dendriticas no reconhecimento e

controle da morte da célula tumoral (81).

TLRS5 também parece ter potentes efeitos anti-tumorais em modelo animal. Agonistas
de TLRS, como o flagelo bacteriano, retardam o crescimento tumoral por aumentar a morte
celular e diminuir a proliferacdo das células tumorais. Estes experimentos foram realizados
em células dendriticas e ndo em queratinocitos. Nossos resultados ndo demonstraram
alteragdes entre grupo HPV+ e HPV-. O tnico estudo com TLRS5 em CECOF demonstrou
diminui¢do de TLRS em CECOF apresentando p16+, porém nao demonstrou comparacdes
entre TLRS e CECOF HPV+. Estudos em lingua, apontam TLRS5 como um marcador para

prever recorréncias e sobrevida (95).

Em CECOF, TLR7 foi expresso somente em uma das linhagens HPV- (SCC89). Este
receptor em células dendriticas parece ter potencial imunomodulador e anti-tumoral, mas
pouco se conhece da contribui¢do deste receptor na carcinogénese (81). Agonista de TLR7 ¢

utilizado para tratamento de verrugas genitais e tem sido proposto para tratamento de lesdes

associadas ao HPV (9).

TLR9 tem sido alvo de numerosos estudos, uma vez que este receptor reconhece HPV.
Entretanto, ha controvérsias entre os resultados. A andlise da presenca de TLR9, em nosso
estudo, revelou maior expressao nas linhagens de CECOF HPV+. Em carcinoma de colo de
utero, estudos demonstraram aumento da expressao de TLR9 em mulheres que apresentavam
HPYV persistente (67) e em mulheres que apresentavam eliminagao do virus (9). O aumento de
TLR9 ¢ devido ao reconhecimento do virus pelo receptor e consequente ativacao do sistema

imune para a tentativa de eliminagao do virus.

Entretanto, o estudo realizado com CECOF HPV+ demonstrou diminui¢cao de TLR9
(68), assim como outros estudos com carcinoma de colo de utero, demonstraram que TLR9

apresentava baixa expressdo. Esta diminuicdo ocorre como forma de escape do HPV do



85

sistema imune e persisténcia na célula. A maneira pela qual o HPV parece conseguir diminuir
a expressao deste receptor ¢ através da expressao de E7. Esta oncoproteina promove a
formacdo de um complexo nuclear consistindo de receptor estrogeno 1 (ERa) e
NFKB1/RELA (p50/p65). Este complexo liga-se ao DNA de TLRY. p65 ¢ ERa promovem
modificagdes na histona e contribuem para a supressao da transcri¢do de TLR9; assim como,
virions do HPV16 inibem a atividade transcricional de TLR9, o qual resulta na perda da

producao de IFN (96).

Hela, utilizado como controle, demonstrou apresentar expressoes de TLR compativeis

com artigos publicados anteriormente (97, 98).

Diferentes resultados da expressao e ativacdo de TLR9 devem-se ao tempo
considerado de persisténcia e de eliminagdo de cada trabalho, nos quais alguns analisaram a
persisténcia apos 6 meses e outros ap6s 1 ano, bem como depende do equilibrio entre a forga
de inibicdo de TLRY pelo HPV e a capacidade de cada individuo de ativar adequadamente o

TLRO.

Em nossos estudos ndao foi possivel verificar expressao de TLR10 nas linhagens

estudadas. Nao ha outros estudos em CECOF HPV+ analisando este receptor.

Deste modo, foi possivel, no presente estudo verificar diferencas na expressao de
TLR1 e TLR6 entre os grupos HPV- e HPV+, e diferencas na expressao proteica de TLRY.
TLR2 apresentou aumento da expressdo proteica em todas as linhagens e demonstrou
desencadeamento da resposta imune, com secre¢do de IL6 e IL8 nas linhagens HPV- (SCC72
e SCC89) e em uma das linhagens HPV+ (SCC2). Interessantemente, todas as linhagens
apresentaram TLR4, entretanto, as linhagens HPV+ nao demonstraram resposta pro-
inflamatoria, tanto quando estimuladas com LPS quanto quando estimuladas com LPS UP,

agonista especifico de TLR4.

Este trabalho contribui para estabelecer o perfil da expressdao dos receptores 7oll-likes
em linhagens celulares CECOF HPV- (SCC72 e SCC89) e HPV+ (SCC2 e SCC90), in vitro,
e aponta para alteragdes ocorridas na via de sinalizagdo mediada por TLR4. Além disso,
nossos resultados abrem portas para futuros estudos na avaliagdo de alteragdes causadas no

sistema imune inato pelo HPV, em carcinomas espinocelulares de orofaringe.
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7 CONCLUSAO

As andlises por imuno-histoquimica revelaram que nos carcinomas epidermoides em
orofaringe 55,55% dos casos p16 positivos expressaram TLR4.

Somente TLR1 e TLR6 apresentaram diferencas significativas, com maior expressao
génica nas linhagens HPV negativas (SCC72 e SCC89)

TLR9 foi o tinico receptor que demonstrou ter maior expressao proteica nas linhagens
HPV+, quando comparadas as linhagens HPV-

TLR2 apresentou aumento da expressao apds o estimulo com PGN, em todas as
linhagens estudadas e demonstrou desencadeamento da resposta imune nas linhagens
SCC72, SCC89 e SCC2, com secrecao de IL6 e ILS.

Todas as linhagens expressaram TLR4, sem diferencas significativas. Entretanto, as
linhagens HPV+ (SCC2 e SCC90) nao demonstraram desencadeamento da resposta

imune, ap6s estimulo com LPS e LPS UP.
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Apéndice A-Eficiéncia dos primers

Receptor Eficiéncia
TLR1 93.43%
TLR2 94.17%
TLR3 95.68%
TLR4 95.30%
TLRS 96.45%
TLR6 101.35%
TLR7 95.68%
TLRS T7%
TLRO9 110%
TLR10 97.27%
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Apéndice B-Curva de Melt
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Apéndice C- Média dos valores de Ct

TLR2- SEM TLR2-LPS-
Linhagem TLR2-PGN
ESTIMULO uP
SCC72 33.6 28,9 26,7
SCC89 26,4 25,9 25,7
SCC2 26,9 30,8 28,7
SCC90 24,7 26,3 23,5
TLR4- SEM
Linhagem TLR4-PGN  TLR4-LPS TLR4-LPS-UP
ESTIMULO
SCC72 27,7 26,0 25,9 26,7
SCC89 40,0 26,0 37,3 25,3
SCC2 40,0 28,0 40,0 35,6
SCC90 22,9 25,3 24,0 21,6
Linhagem IL6- SEM IL6-PGN IL6-LPS IL6-LPS-UP
ESTIMULO
SCC72 35,0 332 32,4 32,7
SCC89 27,6 26,2 24.6 26,4
SCC2 342 29,8 33,4 29,3
SCC90 38,4 38,4 38,6 34,5
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Linhagem ILS8- SEM IL8-PGN IL8-LPS IL8-LPS-UP
ESTIMULO

SCC72 39,1 31,7 28,7 30,2

SCC89 40,0 33,7 33,4 34,1

SCC2 40,0 28,4 40,0 29,9

SCCI0 40,0 40,0 40,0 33,4

TLR1 TLR3 TLRS TLR6 TLR7 TLRS TLR9

SCC72 29 33 26 25 35 35 29
SCC89 29 27 31 26 33 35 29
SCC2 33 28 33 29 35 35 32
SCC90 32 25 29 29 35 35 31
HELA 31 29 30 25 35 35 29

Ct 35= indeterminado
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Titulo da Pesquisa: AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA DE TLR, p16inkda, p21 e p27 EM LESOES
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Area Tematica:
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Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 428.746
Data da Relatoria: 18/10/2013

Apresentacéao do Projeto:

Dentre as diversas etiologias dos carcinomas, o0s virus oncogénicos, como o Papiloma Virus
Humano(HPV),estao fortemente associados a displasia epitelial e aos carcinomas. O HPV possui proteinas
oncogénicas,como E6 e E7, que interferem no ciclo celular desestabilizando alguns inibidores de cinases
dependentes de ciclina(CDK), como p21 e p27 e p16. Este virus também parece causar downregulation de
TLR4, um receptor crucial para o reconhecimento de fungos. Algumas lesdes como papiloma bucal,
condiloma acuminado, carcinoma epidermoide e carcinoma orofaringeo demonstram possuir uma alta
frequéncia de

céndida em sua superficie. A candidiase parece ocorrer pela deplegcao de um receptor de superficie que
reconhece esse fungo e assim nao ativa o sistema imune contra o microorganismo estabelecido. Em alguns
casos de cancer de cabega e pescogo, a proteina 16ink4a ja esta sendo utilizada como marcagao para o
HPV, por isso optamos por esta proteina, a p21cip e a p27kip1 para verificar se existe alguma correlagao
entre estas proteinas, o TLR4 e a presenga de candidiase. E um estudo do tipo laboratorial in vitro. Serdo
selecionadas 60 amostras do arquivo do Servigo de Patologia CirGrgica da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sao Paulo, diagnosticadas no periodo de 2006 a 2012.Informagdes sobre género, idade e
hébitos de tabagismo e etilismo do paciente, bem como localizagao da lesdo e presencga de outras doengas

Enderego: Av Prof Lineu Prestes 2227

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-7960 Fax: (11)3091-7814 E-mail: cepfo@usp.br

Pagina 01 de 03



FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DA W -
UNIVERSIDADE DE SAO

Continuagao do Parecer: 428.746

associadas serao coletadas a partir das fichas de solicitagdo de exame anatomopatolégico, também
arquivados no servigo de patologia cirlrgica.

Objetivo da Pesquisa:

1- Correlacionar a presenga do HPV com a marcagao de TLR4 de epitélio bucal de papiloma
bucal,condiloma acumindado, carcinoma epidemoide e carcinoma orofaringeo. 2-Correlacionar a presenca
do HPV com a marcagao de p16ink4a, p21cip e p27kip1 de epitélio bucal de papiloma bucal, condiloma
acuminado,carcinoma epidemoide e carcinoma orofaringeo. 3-Analisar a diferenga da marcagéao de
imunohistoquimica das p16ink4a, p21icip e p27kip1 entre lesdes benignas e lesdes malignas.

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Risco: minimo

Beneficios: Espera-se colaborar com o tratamento de papiloma bucal, condiloma acuminado e carcinoma
epidermoide de boca.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é relevante.

Consideragoes sobre os Termos de apresentag¢ao obrigatéria:

Os documentos exigidos foram apresentados pela pesquisadora: folha de rosto e autorizagao do Servigo de
Patologia Cirargica da FOUSP.

Recomendacgoées:

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatérios parciais
semestrais referentes ao andamento da pesquisa e relatério final ao término do trabalho. Qualquer
modifica¢ao do projeto original deve ser apresentada a este CEP, de forma objetiva e com justificativas, para
nova apreciagao.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
O projeto se encontra adequado para aprovagao do CEP.

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
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