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RESUMO

Stefanini, ACB. Oncogenes E6 e E7 do papilomavirus humano tipo 16 e mediadores
de inflamacg&o regulam a transicdo epitélio-mesenquimal em células de carcinoma de
cabeca e pescoco, 2019. 90f Tese (doutorado) - Instituto de Biociéncias, Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo, 2019.

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP) é uma das neoplasias mais frequentes
e geralmente esta associado a inflamacdo crénica. Seus principais fatores de risco sdo a
exposicdo ao tabaco e ao alcool. Publicacfes recentes sugerem que a infeccdo por papiloma
virus humano (HPV) de alto risco esta relacionada a tumorigénese de cabeca e pescoco e pode
alterar o comportamento e o desfecho deste tumor. A transicéo epitelial-mesenquimal (EMT) é
um processo importante durante a tumorigénese pelo qual células epiteliais adquirem um fenétipo
migratério e invasivo. O papel da infeccdo por HPV e da inflamag&o nesse processo ainda néo &
bem compreendido em CECP. No presente estudo, foi investigado o efeito de transcritos E6/E7
de HPV 16 e microambientes inflamatérios em EMT utilizando linhagens celulares derivadas de
queratinécitos normais e de carcinomas de lingua e orofaringe (HaCat, SCC25 e FaDu,
respectivamente). Os resultados mostraram que a expressdao de HPV E6/E7 modificou a
morfologia das células normais e de céncer de lingua. A expressédo de E6/E7 e a presenca de
mediadores de inflamacdo em queratindcitos normais aumentaram a invasdo, mas diminuiram as
taxas de proliferacdo, viabilidade e migracdo. Por outro lado, células de carcinoma oral
transfectadas com E6/E7 apresentaram aumento da proliferacdo, viabilidade e invasdo e um
efeito inverso quando mediadores de inflamac&o foram adicionados ao meio de cultura dessas
células. Além disso, E6/E7 e mediadores inflamatérios diminuiram a expressdo génica de
marcadores de EMT e inflamatérios em células de carcinoma bucal, mas aumentaram em
queratinécitos normais e em células de carcinoma de hipofaringe. Deve ser destacado que o
efeito da IL-6 diferiu dos observados para a associagcdo de TNF-a, TGF-beta ou IL6/TNF-a/TGF-
beta. Em conclusao, a indugdo de EMT pela infec¢do por HPV e processos inflamatérios pode
ser dependente do sitio anatdmico e do microambiente tumoral em carcinomas de cabeca e

pescogo.

Palavras chave: Transi¢éo Epitélio-Mesenquimal, HPV 16, Mediadores inflamatérios, Cancer de

Cabeca e Pescoco.



ABSTRACT

Stefanini, ACB. Human papillomavirus type 16 E6 and E7 oncogenes and inflammatory mediators
regulate epithelial-mesenchymal transition in head and neck carcinoma cells. 2019. 90f Tese

(doutorado) - Instituto de Biociéncias, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Head and neck squamous cell carcinomas (HNSCCs) are one of the most frequent neoplasias and
is often associated with chronic inflammation. Its main risk factors are tobacco and alcohol exposition.
Recent publications suggest that the infection by high-risk human papillomavirus (HPV) is related to
head and neck tumorigenesis and may alter tumor behavior and outcome. Epithelial-mesenchymal
transition (EMT) is an important process during tumorigenesis by which epithelial cells gain a
migratory and invasive phenotype. The role of HPV infection and inflammation on this process are
still not well understood in HNSCC. In the present study, we investigated the effect of E6/E7 HPV 16
transcripts and inflammatory microenvironments on EMT in cell lines derived from normal
keratinocytes and from tongue and oropharyngeal carcinomas (HaCat, SCC25 and FaDu,
respectively). The results showed that HPV E6/E7 expression modified the morphology of normal
and tongue cancer cells. HPV E6/E7 expression and the presence of inflammation mediators in
normal keratinocytes increased invasion, but decreased proliferation, viability and migration rates.
E6/E7 transfected oral carcinoma cells showed increased proliferation, viability and invasion and an
inverse effect was observed when mediators of inflammation were added to the medium culture of
the same cells. In addition, E6/E7 and inflammatory mediators decreased EMT marker and
inflammatory gene expression in oral carcinoma cells, but increased in normal keratinocytes and
hypopharyngeal carcinoma cells. IL-6 effect also differed compared with the ones observed for TNF-
a, TGF-beta or IL6/TNF-a/TGF-beta association. In conclusion, EMT induction by HPV infection and
inflammatory processes may be dependent on the anatomical site and tumor microenvironment in

head and neck carcinomas

Keywords: Epithelial-Mesenchymal Transition, HPV 16, Inflammatory Mediators, Head and Neck

neoplasms.
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INTRODUCAO

CANCER

Durante o desenvolvimento do cancer, as células tumorais adquirem uma
série de caracteristicas fenotipicas que permitem sua proliferagcéo, invasao dos
tecidos adjacentes e formacdo de metastase. Para melhor compreender a
biologia do céancer, sua diversidade e desenvolvimento, Hanahan e Weinberg
(Hanahan e Weinberg, 2000) propuseram seis caracteristicas ou hallmarks que
permitem visualizar de forma esquematica a complexidade da doenca neopléasica
e as propriedades adquiridas pelas células durante a tumorigénese. Essas
caracteristicas incluem auto-suficiéncia em sinais de proliferacdo, resisténcia a
morte celular, angiogénese sustentada, potencial replicativo ilimitado, invasao e
metéstase e insensibilidade a sinais supressores de crescimento.

Em funcdo do grande numero de dados de pesquisa sobre o cancer
publicados nos ultimos anos, Hanahan e Weinberg (Hanahan e Weinberg, 2011)
atualizaram sua proposta em 2011 e acrescentaram duas outras caracteristicas
envolvidas na patogénese de muitos ou de todos os tumores. Uma delas é a
capacidade de reprogramar o metabolismo celular para suportar de modo
eficiente a proliferacdo. A outra diz respeito a capacidade de evasao ao ataque
imunologico. Além dessas, foram propostas duas outras caracteristicas que
facilitam a aquisicdo dos hallmarks principais: a instabilidade genbmica e,
portanto, a mutabilidade que garante a célula com alteracdes genéticas seguir o
processo neoplasico, e a inflamacéo sustentada principalmente pelas células do
sistema imune inato, que promove as demais caracteristicas.

Os autores reforcaram com sua andlise a importancia das interacdes entre
a célula neoplasica e seu microambiente, cruciais para o fenétipo tumoral.
Realmente, além das proprias células, estdo presentes no microambiente da
maioria das neoplasias sélidas diferentes tipos celulares que auxiliam o tumor a
sobreviver, invadir e colonizar outros tecidos normais préximos e distantes. Entre
eles, estdo células-tronco com capacidade de auto-renovacéao e diferenciacdo em
multiplas linhagens celulares especializadas, fibroblastos, células endoteliais e
inflamatodrias. A abundancia, a organizacdo histolégica e as caracteristicas

fenotipicas das células do estroma, bem como da matriz extracelular, modificam-



se durante a progressao neoplasica e, portanto, ndo sdao as mesmas de um
estroma do tecido ndo neoplasico correspondente (Hanahan e Weinberg, 2011).

A acdo continua de diferentes fatores, como erros na replicacdo, agentes
mutagénicos e carcinogénicos e alguns tipos de virus que alteram o DNA e o
ciclo de vida celular, pode transformar uma célula fenotipicamente normal em
uma célula tumoral. As etapas da progressado neoplasica decorrente dessa
instabilidade genbmica incluem geralmente a aquisicdo de caracteristicas de
migracao e invasividade e levam a doenca metastatica, um dos principais fatores
responsaveis pelas mortes relacionadas ao cancer (Fouad e Aanei, 2017). Na
etapa de metastatizac@o ou colonizacao de tecidos distantes da lesdo primaria,
a célula neoplasica além de motilidade e capacidade de invadir a matriz
extracelular precisa adquirir a capacidade de entrar e sobreviver na circulacao
sanguinea ou linfatica, extravasar, invadir outros tecidos e coloniza-los com
sucesso (Steeg, 2006).

Estimulos intra e extracelulares, como vias de sinalizacdo geradas por
citocinas inflamatérias e fatores de crescimento, possibilitam que células
epiteliais, imdveis e aderentes umas as outras regulem negativamente suas
caracteristicas epiteliais e adquiram caracteristicas mesenquimais, permitindo
sua locomocao, invasdo e metastase. O processo pelo qual células epiteliais
adquirem caracteristicas mesenquimais €& denominado transicdo epitélio-
mesenquimal (geralmente referida pela sigla EMT do inglés epithelial-
mesenchymal transition), e € tdo importante para as fases iniciais da formacao
de metastases quanto seu processo inverso (transicdo mesénquima-
epitelia/MET) é importante para a fase final de colonizacdo de outros tecidos
(Fouad e Aanei, 2017).

TRANSICAO EPITELIO-MESENQUIMAL (EMT)

A transicdo epitélio-mesenquimal € um importante programa de
desenvolvimento embrionario também relacionado com invasdo e metastase em
cancer, durante o qual as células perdem algumas caracteristicas epiteliais e
adquirem caracteristicas mesenquimais. As células epiteliais possuem
polaridade apical-basal, aderéncia célula-célula e a membrana basal, bem como
comunicacao atraves de juncdes intercelulares, o que difere das caracteristicas

de uma célula mesenquimal, que incluem motilidade e em muitos casos
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capacidade de degradar matriz extracelular e invasado tecidual. O processo de
EMT resulta em mudancas na organizagcdo do citoesqueleto e na morfologia
celular, dissolucdo das juncBes célula-célula e aquisicdo de motilidade e
habilidade em degradar e reorganizar a matriz-extracelular por meio de enzimas
proteoliticas (matriz metaloproteinases/MMPSs), o que facilita a angiogénese
peritumoral e a invaséo de estruturas adjacentes. Durante a EMT, ocorre reducéo
de expressao de proteinas relacionadas com as caracteristicas epiteliais, como
a molécula de adesao E-caderina, e ativacao das que auxiliam a definir o carater
mesenquimal, como a vimentina (Taube et al., 2010; Graves et al., 2014).

O inicio do processo de EMT se d& pela dissolucdo das jun¢des celulares
— juncdes aderentes, desmossomos, juncbes gap - com realocacdo ou
degradacao dos complexos moleculares responsaveis pela adeséo célula-célula:
PAR (formado pelas proteinas partitioning defective Par-3 and Par-6, and pela
quinase atipica C aPKC), Crumbs (formado pela proteina transmembréanica
Crumbs e pelos adaptadores PALS1 e PATJ) e Scribble (formado pelas
proteinas Scribble, discs large/DLG and lethal giant larvae/LGL). Durante a
dissolucdo das juncdes celulares, a E-caderina € clivada na membrana
plasmatica e degradada por metaloproteinases. Consequentemente, ocorre
ruptura dos complexos Crumbs, PAR e Scribble, e perda de polaridade apical-
basal. Em seguida, mudancas no citoesqueleto, como reorganizacdo do
arcabouco de actina, formacdo de lamelipddios, filopédios e invadopdédios,
conferem as células mobilidade, morfologia mais alongada e expressdo de
metaloproteinases, que podem degradar proteinas da matriz extracelular (ECM)
conferindo também capacidade invasiva as células. As integrinas auxiliam na
interacdo da célula com as proteinas da matriz extracelular, recém-remodelada,
levando ao aumento da capacidade migratéria (Figura 1) (Lamouille et al., 2014).

Diversas vias de sinalizacdo tém sido associadas a fase de iniciacdo da
EMT, entre elas as vias TGF-beta-SMAD, Wnt, PI3K-AKT e JAK-STAT. Essas
vias regulam a ativacao de fatores de transcricdo que controlam a expressao de
genes como E-caderina e vimentina (Lamouille et al., 2014). Estas vias e o0s
fatores de transcricdo relacionados serdo detalhados mais a frente quando

relacionados com o processo neoplasico.



Figura 1. Transicdo epitélio-mesenquimal (EMT). (a) Dissolugao das juncdes epiteliais célula-
célula, perda da polaridade apical-basal, diminui¢cdo da expressédo de marcadores epiteliais. (b)
Aquisicdo polaridade especifica para o padrdo migratorio, reorganizacdo da arquitetura do
citoesqueleto, aumento de protusdes e motilidade celular, capacidade de degradar matriz
extracelular e invadir tecidos, e aumento da expressdo de marcadores de carater mesenquimal.
A EMT parcial ocorre quando as células comegam a perder contato umas com as outras e a
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actina inicia sua reorganizag¢do. A transicdo mesénquima-epitelial (MET), na qual células com
caracteristicas mesenquimais voltam a apresentar caracteristicas epiteliais, também pode
ocorrer durante a colonizagéo de tecidos distantes por células neoplasicas. Figura reproduzida
de (Lamouille et al., 2014).



Segundo Kalluri e Weinberg (Kalluri e Weinberg, 2009), a transicao epitélio-
mesenquimal pode ser classificada em trés tipos que, embora representem
processos biolégicos distintos, possuem um conjunto comum de elementos
genéticos e bioquimicos. O tipo 1 é associado as etapas iniciais da
embriogénese e a origem do mesénquima primario, e pode gerar o epitélio
secundério via transicdo mesénquima-epitelial. A EMT associada a cicatrizacao,
regeneracao tecidual e fibrose pertence ao segundo tipo. O tipo 2 compreende
eventos que usualmente resultam em fibroblastos e outras células envolvidas na
reconstrucdo de tecidos apoOs trauma e injuria inflamatoria. Quando o insulto
inflamatério ndo € removido ou atenuado, a EMT pode tornar-se persistente,
gerando fibrose e eventualmente destrui¢cdo do 6rgéo afetado. O tipo 3 de EMT
ocorre em células neoplasicas portadoras de alteracbes genéticas e
epigenéticas e resulta em desfechos muito diferentes dos outros dois tipos. As
células de um tumor que sofrem EMT podem invadir e metastatizar outros
tecidos e levar assim o organismo a morte. Nesse tipo de EMT, algumas células
retém muitas das caracteristicas epiteliais e adquirem tracos mesenquimais,
enguanto outras células perdem todos os sinais de sua origem epitelial e tornam-
se completamente mesenquimais.

Durante a transicdo epitélio-mesenquimal, o padrao de expressdo de mais
de 400 genes (e de seus produtos) é alterado, incluindo a reducao dos niveis de
E-caderina e 0 aumento dos niveis de moléculas mesenquimais, vimentina e
fibronectina. Como referido acima, tais alteracdes resultam em mudancas na
organizacao do citoesqueleto e na morfologia celular, aquisicdo de motilidade e
habilidade em degradar e reorganizar a matriz-extracelular, o que facilita a
angiogénese peritumoral e a invasao de estruturas adjacentes (Taube et al.,
2010; Graves et al., 2014).

A diversidade fenotipica tumoral permite um processo de EMT parcial, no
qual as células neoplasicas apresentam niveis diferentes de ativacdo de EMT
dependendo de sua localizacdo no tumor. Por exemplo, células neoplasicas
proximas a superficie do tumor possuem maior reducdo de expressdo de E-
caderina que as células localizadas mais internamente. As células da superficie
tumoral apresentam a EMT completamente ativada, com perda de adesdo,
capacidade de degradacdo da matriz extracelular e mobilidade, e maior
probabilidade de migrar do tumor primario e entrar nos vasos sanguineos e/ou

linfaticos. Aquelas que tiverem sucesso na extravasao e sobreviverem em



tecidos diferentes dos tecidos de origem podem ativar o processo de transicéo
mesénquima-epitelial e colonizar outro 6rgao (Figura 2) (Shibue e Weinberg,
2017).

a EMT activation in the primary tumour

b Maintenance of EMT
within circulation

i| Carcinoma cells with:
No Weak Strong

L.

EMT-programme activation

c Reversal of EMT-programme activation in
-._ the parenchyma of a distant tissue

Figura 2. EMT e progresséo neoplasica. (a) A ativacdo de EMT em tumores primarios permite
mobilidade, invasdo e entrada na circulagéo. (b) Durante a circulagdo na corrente sanguinea,
podem ser observadas células em diferentes estdgios de EMT. (c). A ativagdo de MET no
parénguima de um tecido distante do érgao de origem é etapa importante para o crescimento da
metastase. Figura reproduzida de (Shibue e Weinberg, 2017).

A inducdo de EMT tem sido associada a varios estimulos extracelulares
ligados a vias de sinalizag&o intracelulares, incluindo aqueles procedentes de
células estromais envolvidas em respostas inflamatérias. Como referido acima,
estas vias incluem as de TGF-beta/SMAD, Wnt, PI3K/AKT e JAK/STAT e
culminam na ativacao de programas transcricionais responsaveis por alteracdes
de expressao génica. O grupo relativamente pequeno de fatores de transcricao
diretamente envolvidos em EMT compreende basicamente trés familias —
proteinas com motivos dedo de zinco SNAIL, homeoboxes com motivos dedo de
zinco ligador de E-box ZEB e fatores de transcrigdo com motivo hélice-volta-
hélice TWIST e TCF-3, codificados respectivamente pelos genes SNAIs, ZEBs
e TWISTs ou TCF3. Esses fatores de transcricdo possuem um perfil de
expressdo variavel e sua contribuicdo para EMT esta subordinada ao tipo de

célula envolvida e a presenca de ligantes ou alteracdes que ativam vias de

sinalizacao (Dongre e Weinberg, 2019).
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A via Wnt, por exemplo, é iniciada pela ligacéo do ligante Wnt a receptores
de membrana da familia Frizzled, o que leva a liberacdo da proteina beta-
catenina do complexo GSK3pB (glycogen synthase kinase-3B8) — AXIN (axis
inhibition protein) — APC (adenomatous polyposis coli protein). A beta-catenina
livre transloca-se para o nucleo, onde se liga aos fatores de transcricdo TCF (T
cell factor) e LEF (lymphoid enhancer-binding factor) para ativar genes que
regulam EMT. A via Wnt interage com a via NOTCH, que € iniciada pela inducéo
de clivagem e acumulo do dominio intracelular do receptor NOTCH (NOTCH-
ICD) pelos ligantes delta-like ou Jagged-1. Na via TGF-beta, a fosforilacdo do
receptor pelo ligante resulta na ativagédo dos moduladores de transcricao SMAD,
que também interagem com a via Wnt por meio de NOTCH-ICD. A via PI3K-AKT,
por sua vez, desencadeia sinais para a proteina alvo da rapamicina mTOR, para
o fator de transcricdo nuclear kappa B (NFKB) e para a via RAS-RAF-MEK-ERK.
A sinalizacdo para EMT também pode ter inicio pela ligacdo de citocinas aos
seus receptores, e tem continuidade pela fosforilagdo das quinases JAK e dos
transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo STATs (Figura 3) (Jolly et al.,
2014; Pattabiraman e Weinberg, 2014; Shibue e Weinberg, 2017; Dongre e
Weinberg, 2019).

Em linhagens celulares, os niveis de EMT séo intrinsecamente variaveis
sob condicdes de cultura basais, podendo ser elevados por hipéxia (Gammon et
al., 2013) e por citocinas e quimiocinas secretadas durante 0 processo
inflamatorio, como sera discutido no proximo item.

Vérios estudos tém correlacionado a presenca de marcadores EMT com
pior progndéstico em diversos tipos de cancer em fungdo da resisténcia a diversos
guimioterapicos e imunoterapia (Dongre e Weinberg, 2019), fato que caracteriza
ainda mais a importancia do estudo da EMT e sua relacdo com estimulos extra

e intracelulares.
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Figura 3. Vias de sinaliza¢c&o que induzem o processo de EMT. As vias tém inicio em receptores
de membrana (Frizzled, NOTCH, receptores tirosina quinases e receptores de citocinas) ativados
por ligantes (WNT, Delta-like, Jagged, TGF-beta e citocinas), que desencadeiam sinais para EMT
por efetores secundarios (GSK3B, Axin, APC, beta-catenina, NOTCH via dominio intracelular ICD,
SMADs, RAS, RAF, MAPK, MEK, ERK, PI3K-AKT, mTOR, NFKB e STATSs) e por fatores de
transcricdo (TCF, LEF, NOTCH-ICD, SMADs, JUN, FRA1, NFKB e STATS) responsaveis pela
expressdo de ZEB, SNAIL e TWIST. Reproduzida de (Dongre e Weinberg, 2019).

INFLAMACAO E CANCER

A primeira associacdo entre inflamacéo e cancer foi referida pelo médico
alemdo Rudolf Virchow no século XIX, que descreveu infiltrados de leucdcitos
em tumores (Balkwill e Mantovani, 2001). A idéia de que a inflamacdo esta
envolvida na tumorigénese € apoiada pela observacdo de que o cancer surge
frequentemente em éareas de inflamacdo crbnica. Realmente, a inflamacao
causada pela infeccao por bactérias e virus aumenta o risco de cancer (De Martel
e Franceschi, 2009) e alguns exemplos sdo bem conhecidos, como as infec¢des
pelo papilomavirus humano (HPV) em céncer de colo de utero (Lee et al., 2011)
e pela bactéria Helicobacter pilori em cancer gastrico (Crowe, 2005).

A relacéo inflamacéo e cancer tem sido amplamente estudada, bem como
sua relevancia nas taxas de sucesso ou resisténcia a terapia. Confirmando esta
relacéo, estdo os indices de 15 a 20% de mortes por cancer no mundo ligadas a
infeccao e a respostas inflamatorias (Mantovani et al., 2008). Esses dados foram
responsaveis pela inclusao no hallmarks do cancer atualizados por Hanahan e
Weinberg de dois tracos que levam em conta a inflamacdo - o ambiente
inflamatorio e a evaséo ao ataque imune (Hanahan e Weinberg, 2011).



No inicio da tumorigénese, as células inflamatdrias e os fatores que elas
produzem promovem um ambiente que facilita a instabilidade genémica, levando
a eventos mutacionais e epigenéticos (Ronnov-Jessen e Petersen, 1996). As
células transformadas utilizam mecanismos inflamatérios para invasao de outros
tecidos, como por exemplo, adeséo de células a parede de vasos e migracao ou
diapedese por entre as células endoteliais, o que torna 0s processos de
inflamacé&o e metastatizacdo muito similares, um fato destacado por Perretti em
1997 (Perretti, 1997).

Os fatores secretados pelas células inflamatorias - neutrdfilos, linfocitos,
macréfagos - incluem numerosas citocinas (por exemplo, TNF-a, TGF-beta,
interleucinas IL-1 e IL-6), fatores de crescimento e quimiocinas (como CCL18 e
interleucina IL-8) que estimulam a proliferacdo e a diferenciacdo, inibem a
apoptose, induzem EMT e geram espécies reativas de oxigénio que podem lesar
o DNA (Figura 4) (Coussens e Werb, 2002; Seruga et al., 2008; Jones e Jenkins,
2018; Berraondo et al., 2019).
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Figura 4. Contribuicdo dainflamacé&o parainduc&o de EMT. Nos locais de inflamagéo cronica
presentes no microambiente tumoral, as células inflamatérias liberam citocinas e quimiocinas
que contribuem para a inducdo de EMT nas células neoplasicas. Figura reproduzida de (Shibue
e Weinberg, 2017).
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A inducéo de EMT pela inflamacéo € realizada por meio da regulacdo uma
rede intrincada de efetores e fatores de transcri¢ao (Jiang et al., 2011; Esquivel-
Velazquez et al., 2015; Jensen et al., 2015; Ortiz-Montero et al., 2017; Shibue e
Weinberg, 2017) que, segundo Mantovani e cols. (2008), pode ser interpretada
como tendo dois tipos de via: (a) a extrinseca, determinada por processos
inflamatoérios desencadeados por agentes externos, e (b) a intrinseca, iniciada
por alteracdes genéticas em oncogenes e supressores de tumor. Os dois tipos
de via convergem resultando geralmente na ativacdo de NFKB, STAT3 e do fator
induzivel por hipoxia HIFl-alfa, e no recrutamento de leucécitos, que
desencadeiam cascatas de sinais inflamatérios em células estromais,
neoplasicas e do sistema imune. O resultado € um quadro amplo de inflamacéao
no microambiente tumoral com consequente proliferacdo celular, inducdo de

EMT, angiogénese e resposta imune (Mantovani et al., 2008).

Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 é uma citocina pro-inflamatoria classica produzida por diversos tipos
celulares. Em condicdes neoplasicas, € encontrada com expressao elevada, o que
estd relacionado com inibicdo de resposta imune, inducdo de EMT e pior
progndéstico em diversos tipos de cancer. Essa citocina tem um papel importante
na modificacdo do comportamento de varios tumores incluindo proliferacéo,
sobrevivéncia, angiogénese, migracao, invasao e metastase (Yadav et al., 2011;
Ataie-Kachoie et al., 2014; Taher et al., 2018). Quando ligada a seu receptor de
membrana IL-6R acoplado ao receptor gp130, pode levar a ativacdo de trés vias
de sinais - JAK/STAT, PI3K/AKT e Ras/MAPK - que sao importantes em condi¢des
fisiolégicas normais para inducdo de crescimento celular, diferenciacdo e
sobrevivéncia. Dentre as trés, a via de sinalizacdo mais utilizada pela IL-6 é a da
JAK/STAT (Ataie-Kachoie et al., 2014). Nessa via, a ligacdo de IL-6 ao receptor
IL-6R/gp130 induz a fosforilagdo de JAK que, por sua vez, fosforila e ativa STAT3.
O STAT3 € entdo translocado para o nucleo e regula a expressao de varios genes
gue induzem EMT, suprimindo a expressao de E-caderina e induzindo as de
vimentina, SNAILs e TWIST. A via IL-6/JAK/STAT mostra conexao com a do fator
de crescimento epidérmico EGF (Figura 5) (Ataie-Kachoie et al., 2014; Taher et
al., 2018).



11

Nucte! & | : »
~ s '
~N
N \

2 R

Fatores de transcrigdo relacionados a EMT
SNAIL, TWIST

Figura 5. Via JAK/STAT, PISK/AKT e Ras/MAPK ativadas por IL-6. A via mais utilizada pela
IL-6 € a de JAK, que leva a fosforilagdo do fator de transcricdo STAT3, e posteriormente a
expressdo de genes responsaveis por EMT em diversos tipos celulares, principalmente em
células tumorais. Figura modificada de (Technology, 2018a).

Fator de necrose tumoral alfa (TNF- a)

Quando descoberto em 1975, o TNF-a foi descrito como uma endotoxina do
soro que seria responsavel por necrose das células tumorais. Entretanto, no
decorrer dos anos, foi observada sua expressdo crbnica no microambiente
tumoral e seu papel como mediador de inflamacdo, EMT, angiogénese e
proliferacdo (Balkwill, 2009). Os dados da literatura também tém evidenciado sua
caracteristica antagbnica, ora tendo um papel anti-inflamatério em diversas
doencas e outras vezes tendo um papel pré-inflamatério. Sua deficiéncia pode
resultar em inflamacédo cronica e, em niveis elevados, causar choque séptico
(Balkwill, 2009). Na maioria dos tumores, € observado com concentracdes altas
no microambiente e relacionado a progressao tumoral (Wu e Zhou, 2010).

Existem dois receptores para o TNF-a: (a) o TNFR1, que é encontrado na
maioria das células do corpo humano e cuja sinalizacéo utiliza os efetores
TRADD (TNFR1-associated DEATH domain protein), além das proteinas FADD

e RIP, (b) e o TNFR2, expresso apenas em células endoteliais e do sistema
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imune e cujos sinais seguem por I-TRAF/RIP ou pelas quinases MEKK. A
ativacdo do TNFR1 pode levar a dois resultados diferentes que dependem do
contexto celular: uma via induz inflamagao e sobrevida e outra induz apoptose
(Figura 6) (Balkwill, 2009). O efeito anti-inflamatério com inducdo de apoptose
ocorre pela ativacao de caspases e o efeito pré-inflamatério e de sobrevida pela
ativacdo de RIP/NFKB, RIP/MAP quinase quinase 3 (MKK3) ou MEKK. Em
quase todos os tipos celulares, a exposicédo a TNF-a esta ligada a via do NFKB,
que leva a expressao de genes pro-inflamatérios. Quando a ativacdo de NFKB
nao ocorre de maneira adequada, as caspases sao acionadas e € gerada uma
resposta tardia ao TNF-a (Balkwill, 2009).

FADD

1
1

Caspase 3

Apoptosis

Figura 6. Vias de sinalizac&o ativadas pela TNF-a. O receptor TNFR1 ativa TRADD, que pode
induzir apoptose pela ativacdo de FADD e caspases 8/10 e 3 ou induzir sobrevida pela ativagédo
de RIP/NFKB ou RIP/MKK3. O NFKB também possui uma regulacdo negativa da apoptose via
cFLIP (CASP8 and FADD-like apoptosis regulator). O receptor TNFR2, expresso apenas em
células endoteliais e do sistema imune, ativa a via do MEKK1/7 responséavel pela sobrevida e
pela regulacéo positiva da apoptose (Faustman e Davis, 2010).
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O TNF-a induz EMT pela ativacdo da quinase AKT que estimula NFKB
resultando na elevacgéo de expressdo de SNAIL e na inibicdo de E-caderina (Wu e
Zhou, 2010). O TNF-a € sintetizado por células neoplasicas e por células estromais
e sua presenca no microambiente € associada a prognostico sombrio (Wu e Zhou,
2010).

O tratamento de células de carcinoma colorretal com TNF-a é seguido de
ativacdo de NFKB e leva a progressdo de EMT em decorréncia do aumento de
expressao dos fatores de transcricdo SNAIL e ZEB1 e ZEB2 (Shen et al., 2017).
Células de carcinoma de hipofaringe tratadas com TNF-a exibiram alteracdo de
morfologia e aumento de migracdo e invasédo celular, alem de reducdo de
expressédo de E-caderina e aumento de vimentina e N-caderina, bem como de
NFKB e TWIST, o que indica indugao de EMT (Yu et al., 2014).

Fator de crescimento transformante beta (TGF-beta)

O TGF-beta atua de duas maneiras antagbnicas no desenvolvimento e na
progressao tumoral. Pode manifestar um papel de supressor tumoral ou como
promotor de EMT e metastase. A explicacao para esse fato esta na propria célula
tumoral, que é capaz de alterar as vias do TGF-beta de modo que o sinal de
supressdo seja inibido e os de crescimento tumoral, invasdo, migracdo e
metastatizacdo sejam induzidos (Huang e Blobe, 2016). A elevacao dos niveis de
TGF-beta no microambiente tumoral também estimula a inflamacdo que, por sua
vez, favorece EMT e progressao neoplasica. Existem mais de 30 ligantes da familia
TGF-beta, os TGF-beta propriamente ditos e as proteinas BMP (bone
morphogenetic proteins) entre outros (Neuzillet et al., 2015).

A inducdo de EMT pelos ligantes TGF-beta ocorre por diversas vias, sendo
a via SMAD a mais utilizada. Nessa via, a ligacdo de TGF-beta aos receptores
TGF-beta-R1 e R2 promove a fosforilagdo da SMAD2 e 3, que formam um
complexo com SMAD4. Por outro lado, a ligagao de BMPs (BMP2, 4 ou 7) aos
mesmos receptores resulta na fosforilacdo de SMAD1, 5, 9, que também formam
um complexo com SMAD4. Os complexos SMAD migram para o nucleo e regulam
a expressdo de varios fatores de transcri¢cdo (Figura 7) (Lamouille et al., 2014;
Dongre e Weinberg, 2019).

Em vias independentes de SMAD, os sinais de TGF-beta seguem por
PI3K/Akt, Rho GTPases e efetores de espécies reativas de oxigénio (Heldin e
Moustakas, 2016; Dongre e Weinberg, 2019). O TGF-beta também utiliza outras
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redes metabdlicas envolvidas no controle de proliferacdo e motilidade celular,
como Ras (Vasilaki et al., 2016) e p53 (Lam et al., 2014).

Tanto a via dependente como a via independente de SMAD induzem o
aumento de expresséao de fatores de transcricdo relacionados com a inducao de
caracteristicas mesenquimais e com a inibicdo caracteristicas epiteliais, como
MMPs e IL-6, promovendo assim a progressao tumoral (Xu et al., 2009). Em
linhagens celulares de diversos tipos de carcinoma, a combinacéo das duas vias
SMAD dependentes dos ligantes TGF-betas e BMPs parece ser necessaria para
ativacdo da EMT (Ramachandran et al., 2018)

O tratamento de linhagem de cancer cervical (HeLa) com a combinacao de
TNF-a e TGF-beta ativa a EMT pelo aumento de expressdo de NFKB e TWIST
(Dong et al., 2017), o que foi confirmado por Li e col. (2017) (Li et al., 2017), que
observaram a integracdo das vias TGF-beta/SNAIL e TNF-a/NFkB no processo
de EMT e como marcador de prognostico desfavoravel em cancer colorretal. Em
tumores de mama, o tratamento combinado com IL-6, TNF-a e TGF-beta resultou
de forma similar em progressdo de EMT, com diminuicdo de expressao do gene
CDH1 e aumento de expressdo de ZEB1, NFkB, SNAI2, FN1 (Cohen et al.,
2015).

In vivo, 0 TNF-a e o TGF-beta foram observados em maior concentracao
em saliva e soro de pacientes com carcinoma de orofaringe, o que reforca a
participacdo conjunta dessas citocinas na tumorigénese e seu papel como
possiveis marcadores tumorais (Polz-Dacewicz et al., 2016).

Dos dados acima, fica evidente a importancia da inflamac&o no processo
neoplasico e das citocinas inflamatdérias, como IL-6, TNF-a e TGF-beta. Apesar
disso, sdo poucas as informacdes sobre inflamacfes no contexto de condicdes
infecciosas, como ocorre, por exemplo, em carcinomas de cabeca e pescoco

associados a HPV.
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Figura 7. Vias de sinalizacdo induzidas pela familia TGF-beta. Nas vias dependentes de
SMAD, tanto a ligacdo de TGF-beta como a ligacdo de BMPs aos receptores TGF-beta-R1 e R2
resulta na formacdo dos complexos SMAD2/3 com SMAD4 e SMAD1/5/9 com SMADA4,
respectivamente. A ligagdo de TGF-beta ao receptor pode induzir vias independentes de SMAD,
como PI3K/Akt e Rho GTPases. Tanto a via dependente como a via independente induzem o
aumento de expressdo de fatores de transcricdo relacionados a EMT. Figura modificada de
(Technology, 2018b).

CARCINOMAS EPIDERMOIDES DE CABECA E PESCOCO

Os tumores de cabeca e pesco¢o compreendem processos neoplasicos que
ocorrem no trato aéreo-digestivo superior, incluindo cavidade oral, faringe e
laringe. O tipo histolégico mais comum é o carcinoma de células escamosas ou
epidermoide (CECP). Esses carcinomas séo heterogéneos e resultam do acumulo
de mutagcbes somaticas em genes que regulam o crescimento, a proliferacédo e a
morte celular, consequentemente levando a alteracbes na funcdo de seus
produtos. Existem muitas evidéncias de que também resultam de mudancas

epigenéticas responsaveis por alteracdes no padrédo de expressdo génica da
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célula. Esses eventos geralmente conferem vantagens adaptativas a ceélula e
aguisicao de um fendtipo maligno (Leemans et al., 2011).

E estimada uma incidéncia anual de aproximadamente 600 mil novos casos
de CECP no mundo (Ferlay et al., 2015). No Brasil, as estimativas para o ano de
2018 apontaram aproximadamente 23 mil novos casos somente na cavidade oral
e na laringe (Inca, 2017).

Embora a origem desse grupo de doencas seja multifatorial, h4 uma forte
associacdo com o abuso de tabaco e &lcool (Franco et al., 1989; Lichtenstein et
al., 2000), o que é evidenciado pelo aumento de incidéncia em populagbes em
que esses habitos sdo comuns (Ho et al., 2006). Na literatura, também ha
indicagdo do envolvimento do papilomavirus humano (HPV) na etiologia dos
CECPs (Schwartz et al., 1998; larc, 2007), em especial nos de orofaringe (Herrero
et al., 2003; Lopez et al., 2014). Syrjanen e col. (1983) foram os primeiros a propor
esta associacao tanto para a carcinogénese de orofaringe como oral (Syrjanen et
al., 1983).

Os carcinomas epidermoides de cabeca e pescoco (CECP) compreendem
um dos melhores exemplos de neoplasmas que ocorrem em um contexto de
inflamagé&o. Aproximadamente todos os componentes do sistema imune inato sao
afetados pelo consumo de &lcool crénico ou agudo e, embora a exposi¢cao aguda
induza o aumento de niveis de citocinas anti-inflamatérias, esta resposta nao é
suficiente para contrabalancar a producdo excessiva de citocinas pro-
inflamatorias no seu consumo crénico (Szabo e Saha, 2015).

Além de sua incidéncia, os CECPs sdo clinicamente importantes porque
possuem taxas elevadas de morbidade e mortalidade (Ferlay et al., 2015). O
indice geral de sobrevida em 5 anos esta entre os mais baixos quando comparado
a outros tipos de cancer (Dasgupta et al.,, 2006). Realmente, mesmo com a
utilizacdo de opcOes terapéuticas como cirurgia, radioterapia e quimioterapia,
aproximadamente 50% dos pacientes acometidos pela doenca morrem. Nos
casos diagnosticados com tumores em estagios avancados ou com recidiva, o
cancer de cabeca e pescoco € quase sempre fatal, com uma sobrevida média de
aproximadamente seis meses (Barbosa Lnf, 2004; Weber et al., 2007).

As limitadas opc¢Oes terapéuticas para estagios avancados do cancer de
cabeca e pescogo tornam necesséaria a melhoria no entendimento das bases

moleculares relacionadas com inicio, progresséo e disseminacéo da doenca.
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Leemans e col (2018) (Leemans et al.,, 2018), em uma revisdo sobre as
bases moleculares dos tumores de cabeca e pescoc¢o, resumiram os dados de
sequenciamento disponiveis no TCGA (The Cancer Genome Atlas) de 279
pacientes com CECP, incluindo casos HPV negativos e positivos. Esses autores
observaram que, embora os dados ja tenham sido analisados e publicados,
existem mais de 500 casos disponiveis no TCGA que podem ser estudados, ou
seja, muitos detalhes sobre as vias envolvidas na tumorigénese de cabeca e
pescoco e sobre o papel do HPV estédo ainda por serem esclarecidos (Leemans
et al., 2018).

Um grande numero de estudos tem identificado genes de céancer
estabelecidos ou candidatos em CECP, entre eles TP53, CDKN2A, EGFR,
NOTCH e PIK3CA (Dotto e Rustgi, 2016). O perfil mutacional varia entre os casos
HPV negativos com e sem alta instabilidade cromossdémica e os casos HPV
positivos (Leemans et al., 2011; Leemans et al., 2018). Entre esses ultimos, o sitio
de integracdo do virus em regides promotoras ou exdnicas pode resultar em
expressao elevada do gene vizinho, como tem sido demonstrado para c-MYC,
ERBB2 e TP63, enquanto a integracdo em regides intrénicas resulta, em média,
a uma baixa expressdo, como ocorre para 0os genes RAD51B, FANCC, FHIT e
LRP1B (Tuna e Amos, 2017).

Os dados da literatura também tém revelado alteracdes de expressdo de
marcadores classicamente associados com EMT. Por exemplo, Kandoth e cols
(2013) observaram mutacdes em genes da via do TGF-beta em cerca de 10% dos
casos (Kandoth et al.,, 2013). O estudo também referiu mutacées no gene da
histona acetiltransferase EP300 e confirmou mutacées em NOTCH1, ambos
ligados & EMT como ativadores chave de E-caderina e HIF1, respectivamente, e
também a jusante da via de SNAIL no caso de NOTCHL1.

Pacientes com CECP apresentam alteracdes significativas em células
imunocompetentes e no padrao de secrec¢ao de citocinas e quimiocinas. Durante
0 processo neoplasico, tem sido observado acumulo de células reguladoras T
(Tregs) em linfonodos e de outras células do sistema immune (T convencional, T
helper e T citotoxicas 1), indicando uma resposta antitumor benéfica. Em estagios
mais avancados, essa resposta fica prejudicada em funcédo do numero reduzido
de linfécitos, de mudancas nas proporgdes das varias populacfes de células T,
na maturacdo e no tipo de secregcdo de células dendriticas e no aumento do

namero de macréfagos associados ao tumor. A producéo de mediadores soluveis
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da resposta imune (VEGF/vascular endothelial growth factor, prostaglandina
E2/PGE2, TGF-beta, IL-6 e IL-10) apresenta-se igualmente alterada (Varilla et al.,
2013).

Devido ao aumento dos casos de CECP relacionados a infec¢éo por HPV, é
importante investigar mais especificamente a relacdo desta infeccdo com

inflamag&o e EMT nesses tumores.

PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os papilomavirus compreendem um grupo heterogéneo que infecta o tecido
epitelial de mamiferos, aves e répteis e que, em funcdo de sua importancia
médica, tem sido bastante estudado (Doorbar, 2005). A infeccdo por
papilomavirus humano € muito comum e, em alguns casos, estd associada a
cancer. Em vérias populacdes, mais de 50% das mulheres (até 80%) e homens
sexualmente ativos sao infectados por HPV em algum momento da vida (Einstein
et al., 2009).

Existem mais de 150 HPVs geneticamente distintos, sendo numerados de
acordo com a ordem de descoberta (De Villiers et al., 2004; Bernard et al., 2010).
Os HPVs da familia Papillomaviridae do género Alphapapillomavirus infectam
preferencialmente a mucosa do trato anogenital e do trato aerodigestivo e
diferentes subsitios da cabeca e pescoco, como boca e orofaringe, enquanto os
Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus, Nupapillomavirus e Mupapillomavirus
infectam preferencialmente a pele de humanos (Doorbar, 2005; Fauquet e
Stanley, 2005). O género Alphapapillomavirus possui um subgrupo no qual se
encontram os virus de alto potencial oncogénico, como HPV 16 e 18 (Doorbar,
2005).

O HPV é um virus icosaédrico ndo envelopado de 50-60 nm de diametro,
com genoma de DNA fita dupla circular de aproximadamente 8000 pares de
bases, que se replica no nucleo da célula hospedeira e causa lesdes
hiperproliferativas no epitélio estratificado (Bernard et al., 2010). O genoma viral
contém oito sequéncias abertas de leitura (ORFs, do inglés open reading frames),
as quais codificam seis proteinas precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) associadas
a transcricao e replicacdo de DNA (E1, E2), saida do novo virus pela superficie
epitelial (E4) e transformacgéo celular (E5, E6 e E7), e duas tardias (L1 e L2), que

transcrevem as proteinas principal e secundaria do capsideo, respectivamente
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(Palefsky e Holly, 1995; Kumaraswamy e Vidhya, 2011; Doorbar et al., 2015). A
regido LCR (Long Control Region), localizada entre o final de L1 e inicio de EB6,
regula a expressao viral, pois contém promotores, sitios de ligacdo para fatores
de transcricao virais e celulares e origem da replicacéo viral. A heterogeneidade
dessa regido diferencia os varios tipos de HPV (Doorbar et al., 2015).

O ciclo replicativo do HPV esta fortemente ligado a diferenciacédo celular dos
queratinécitos do hospedeiro. Sua entrada no corpo humano requer um ferimento
gue permita ao virus penetrar nas camadas basais do epitélio (Syrjanen e
Puranen, 2000) e infectar as células-tronco epiteliais (Doorbar, 2005). Apds a
infeccéo, o virus se estabelece como um epissomo no nucleo, com baixo numero
de cépias. Nesse estagio, a replicagéo viral é considerada ndo produtiva, sendo
as proteinas E1, E2, E6 e E7 expressas em niveis baixos e, consequentemente,
n&o ocorrendo a formacdo de novos virus (Rautava et al., 2012). A medida que
as células infectadas se diferenciam e atingem camadas superiores do epitélio,
o0 virus inicia a fase produtiva de seu ciclo de vida, caracterizada pela replicacao
do epissomo em mais de 1000 cépias por célula (Lehoux et al., 2012). Os niveis
de proteinas virais necessarias a replicacdo aumentam (E1, E2, E4, E5) e as
proteinas do capsideo (L1 e L2) sdo produzidas em células epiteliais mais
maduras (Lehoux et al., 2012).

A infeccdo por HPVs geralmente causa lesdes epiteliais benignas, mas
aguela causada por certos subtipos, tais como HPV 16, HPV 18 e HPV 31, esta
associada a um risco elevado de desenvolvimento de neoplasias, como a de colo
de utero e de orofaringe. Esses HPVs sdo chamados por esse motivo de HPVs
de alto risco (Doorbar et al., 2015). A diferenca entre os de baixo e alto risco esta
relacionada com as caracteristicas das proteinas virais E6 e E7 (Doorbar et al.,
2015), sendo aquelas de HPVs de alto risco capazes de imortalizar culturas
celulares humanas (Zur Hausen, 2002).

A integragdo do genoma do HPV no cromossomo da célula hospedeira
representa um evento frequente durante a progressao maligna, que leva a
expressao desregulada de E6/E7 em funcao da perda do repressor transcricional
E2 (Jeon et al., 1995). A proteina E6 liga-se a proteina supressora de tumor p53
e estimula sua degradacao (Scheffner et al., 1993). Essa ligacao pode ser direta
entre as duas proteinas ou depender da formacdo de um complexo E6AP, que
inibe p53 (Moody e Laimins, 2010). A inibicdo de p53 facilita a replicacéo viral e,

na presenca de uma infeccao persistente, aumenta a instabilidade genémica e,
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consequentemente, o acumulo de mutacdes causado pela auséncia do efeito
supressor de p53 em processos de proliferacdo, reparo de DNA e apoptose
(Moody e Laimins, 2010). A E6 também inibe apoptose pela interagdo com o
receptor de TNF-a, TNFR1, associado a FADD e caspase 8 e pela degradacéo
das proteinas pro-apoptoticas BAX e BAK (Figura 8A) (Moody e Laimins, 2010).

A proteina E7 de alto risco liga-se a proteina pRB (Giarre et al., 2001), um
regulador negativo do ciclo celular (transicdo de G1-S) que modula a atividade
de fatores de transcricdo E2F e atua em processos de proliferacdo e manutencao
da integridade do genoma e apoptose (Moody e Laimins, 2010). A E7 também
contribui para imortalizacdo celular e aumento de proliferacdo ligando-se a
quinases dependentes de ciclina (CDKs) e aos inibidores de CDK - p21 e p27
(Figura 8B) (Moody e Laimins, 2010).

Na infeccdo por HPV, o DNA dupla fita do virus € reconhecido pelos
receptores PRRs (Pattern Recognition Receptors) presentes em células do
sistema imune do hospedeiro, que iniciam cascatas de sinalizacdo e ativam a
transcricdo de genes antivirais, gerando interferons e citocinas. As proteinas
E6/E7 de alto risco, por sua vez, inibem a sinalizacdo PRR, bem como a via a
jusante do NFKB. Apesar dos esforcos virais para evasao das defesas do
hospedeiro, quase todas as infeccbes sdo controladas, mas a regressao das
lesbes depende de respostas efetivas de células T que, infelizmente, séo fracas
e transitdrias (Schiffman et al., 2016).

O papel da mucosa do hospedeiro como barreira a infeccdo por HPV e na
modulacdo da resposta imune ndo € completamente entendido. Apesar disso,
ndo existem duvidas de que proteinas, horménios e metabdlitos presentes na
mucosa e em sua secrecao e o microbiota local influenciem as respostas imunes
inatas e adaptativas e a persisténcia bem como a progressao da infeccdo
(Schiffman et al., 2016).
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Figura 8. Atividade de E6 e E7 na infec¢ao por HPV e seu potencial oncogénico. A. A proteina E6 de
HPV de alto risco inibe p53 de maneira direta ou pelo complexo E6AP ou pela interacdo com o adaptador
transcricional ADA3, com as acetiltransferases de histona p300 ou com a proteina ligadora de CREB (CBP).
A E6 também inibe apoptose por meio da interagdo com TNFR1, FADD e caspase 8 e pela degradagéo das
proteinas BAX e BAK. A interagcdo de com E6AP, SP1, MYC e NFX123 ativa a transcriptase TERT e a
telomerase, promovendo a imortalizacao celular. Induz a degradagéo de PDZ, o que causa a perda de
polaridade celular. B. A proteina E7 de HPV de alto risco regula o ciclo celular e aumenta a proliferagdo
pela inibicdo de RB e ativagao de fatores de transcrigcdo E2F, inibidores de CDK (p21, p27), p53, ciclinas e
CDK. Inibe morte celular por interagdo com p53 e com p600. Também interage com componentes da
resposta a interferon (IRF1 e p48), contribuindo para o escape imune. A interacdo de E7 com y-tubulina e
ATM-ATR pode ocasionar acimulo de alteragdes cromossOmicas e aumento na instabilidade gendmica.
Figura modificada de (Moody e Laimins, 2010).
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HPV e CECP

A incidéncia de CECP HPV positivos, que frequentemente acomete jovens,
tem aumentado nos ultimos anos em paises da América do Sul e da Europa
como ja ocorreu nos Estados Unidos, e é uma consequéncia do comportamento
sexual (Vokes et al., 2015). Este aumento principalmente em sitios anatémicos
como cavidade oral e orofaringe é resultado da pratica de sexo oral e do nimero
elevado parceiros, um comportamento que intensifica a chance de infecgcéo e de
desenvolvimento tumoral (Vokes et al., 2015; Leemans et al., 2018).

Os carcinomas de orofaringe apresentam a maior prevaléncia de HPV em
relacdo aos outros subsitios de cabeca e pescocgo. Castellsague e col (2016)
(Castellsague et al., 2016) observaram que 24,9% dos carcinomas de orofaringe
estdo relacionados com infeccdo por HPV e, desses, 83% por HPV 16
(Castellsague et al., 2016). Segundo revisto por Leemans e col. (2018) (Leemans
et al., 2018), a preferéncia do virus pela orofaringe nédo esta bem esclarecida,
mas existem indicacdes de que as criptas tonsilares apresentam caracteristicas
que estimulam o potencial oncogénico do virus (Leemans et al., 2018).

A primeira vista, seria esperado que os tumores HPV positivos tivessem um
comportamento agressivo. Entretanto, j& € bem conhecido que esses casos
possuem um melhor prognostico que os HPV negativos (Mellin et al., 2003). A
explicacdo esta no fato de o HPV silenciar a proteina p53 por meio da interacéo
com a proteina viral E6, enquanto os tumores HPV negativos possuem o gene
TP53 mutado, provavelmente em funcdo de exposicéo crénica a carcin0genos
do tabaco e da presenca de outras mutacdes associadas. Assim, o tratamento
dos casos positivos pode reativar o gene normal e ter maior sucesso que aqueles
com o gene mutado (Leemans et al., 2011). Outras explicacdes residem na idade
mais baixa e na deteccdo mais precoce dos casos positivos.

Os casos HPV negativos mostram geralmente perfis alterados de
expressdo de marcadores de EMT, motilidade celular, invasividade e
angiogénese enquanto os HPV positivos apresentam principalmente alteracdes
do ciclo celular e de proliferacao (Leemans et al., 2018). A relagao entre infec¢éo
por HPV, que tem bom prognastico, e EMT, classicamente associada a fenotipos
mais agressivos, € complexa, como foi discutido por Lefevre e col. (2017) em
seu estudo de uma coorte de 296 pacientes com carcinoma de orofaringe

(Lefevre et al., 2017). A casuistica avaliada por esses autores nao mostrou
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associacao significativa entre EMT e status HPV, embora seus dados tenham
sido extraidos de uma populacdo mista, com diferentes fatores de risco
simultaneos (HPV, fumo e élcool). Entretanto, dois estudos que utilizaram dados
de 50 a 80 pacientes com carcinoma de orofaringe, observaram uma associacéo
positiva de marcadores de EMT (aumento de expressdo de vimentina e/ou
reducdo de E-caderina) com infeccdo por HPV (Hatakeyama et al., 2014;
Wakisaka et al., 2015). A questdo, portanto, permanece ndo esclarecida e
necessita ser melhor investigada.

Os estudos in vitro tém mostrado que a presenca estavel de E6/E7 de HPV
16 levam a mudancas de expressao dos fatores transcricionais SLUG, TWIST,
ZEB 1 e 2 em células de epitélio renal de cao (Jung et al., 2013) e de SNAIL1 e
ZEB1 em células de cancer de pulméo (Zhang et al., 2017; Liu et al., 2018).
Niveis elevados de vimentina e fibronectina e expresséo reduzida de E-caderina
também ja foram observados em queratindcitos humanos normais (Hellner et al.,
2009) e em células de carcinoma cervical (Faghihloo et al., 2016) transfectadas
com E6/E7 de HPV 16. Portanto, in vitro, os dados apontam para uma relagéo
entre HPV e EMT.
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OBJETIVOS

Considerando que (a) os carcinomas epidermoides de cabeca e pescoco
sdo observados geralmente em um contexto de inflamacédo crénica, (b) o
comportamento biolégico de um tumor estd diretamente associado a sua
capacidade de ativar o processo de transicdo epitélio-mesenquimal, e (c) os
tumores de cabeca e pescoco positivos para HPV possuem um comportamento
menos agressivo e melhor resposta a tratamento que os HPV negativos, a
presente proposta teve como objetivo geral analisar o papel da infec¢ao por HPV
e de mediadores de inflamacao na transicao epitélio-mesenquimal em CECP, ou
seja, na progressdo neoplésica. Os objetivos especificos do presente estudo

sao:

1. Clonar as sequéncias E6/E7 de HPV 16 em vetor de expressao e inserir o
vetor recombinante em células de CECP e em queratindcitos normais.

2. Selecionar manualmente genes relacionados a EMT na literatura disponivel
em bancos de dados publicos.

3. Analisar, em linhagens celulares de CECP e queratindcitos normais, o
efeito da expressdo de sequéncias E6 e E7 de HPV 16 nos niveis de
transcritos de marcadores de EMT selecionados.

4. Investigar, em linhagem celular de CECP e queratindcitos normais, o efeito
da expressdo de sequéncias E6 e E7 de HPV 16 em proliferacao,
viabilidade, migracéo e invaséo celular.

5. Analisar, em linhagens celulares de CECP e queratinécitos normais com
expressao ectopica de sequéncias E6 e E7 de HPV 16 (e seu controle), o
efeito dos mediadores de inflamacéo TNF-a, TGF-beta e IL-6 nos niveis de
transcritos de marcadores de EMT selecionados.

6. Investigar, em linhagem celular de CECP e queratinécitos normais com
expressao ectopica de sequéncias E6 e E7 de HPV 16 (e seus controles),
o efeito dos mediadores de inflamacdo TNF-a, TGF-beta e IL-6 em

proliferagao, viabilidade, migracao e invasao celular.
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MATERIAL E METODOS

Material

Linhagens Celulares

Foram estudadas as linhagens celulares: HaCat de queratinécitos normais
imortalizados espontaneamente, SCC25 (ATCC CRL-1628) proveniente de
carcinoma epidermdide de lingua (gentilmente cedidas pelo Prof. Dr Fabio
Daumas Nunes da Faculdade de odontologia, USP) e FaDu (ATCC HTB-43)
derivada de carcinoma epidermoide de faringe. A presenca de mutacdes no gene
TP53 é citada pela literatura nas linhagens SCC25 e FaDu (Yun et al., 2018).

Métodos

Cultivo Celular

As células SCC25 foram cultivadas em meio DMEM:F12 1:1, as células
HaCat em meio DMEM e a linhagem FaDu em meio de cultura MEM,
suplementados com soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, SP) 10%,
aminoacidos ndo essenciais 10 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), L-
glutamina 10 mM (Sigma-Aldrich) e solucdo de antibiético/antimicotico 0,1%
(Sigma-Aldrich). O crescimento e a morfologia celular foram monitorados a cada
24 h em microscépio invertido e o meio de cultura foi substituido a cada trés dias.
Quando uma subconfluéncia de aproximadamente 70% foi atingida, as células
foram tripsinizadas e subdivididas em duas réplicas. Em resumo, o meio de
cultura foi aspirado e as células foram lavadas com solu¢do tampao fosfato-
salina sem célcio e magnésio, pH 7,2 (PBS). A solu¢cdo de lavagem foi
igualmente aspirada e as células foram tripsinizadas com a adi¢cdo de solucéo
de tripsina 0,05%-EDTA 0,02% (Sigma-Aldrich) e incubadas a 37°C por 2 min
para que a tripsina pudesse agir. Ap6s a confirmacdo do descolamento das
células em microscopio, a tripsina foi inativada pela adicdo de meio com soro
fetal bovino 10%. O material foi retirado da garrafa com auxilio de uma pipeta e
depositado em dois tubos de ensaio, que foram centrifugados a 1800 g por 2
min. O pellet com células foi ressuspendido em meio e recultivado. Para

manutencdo do estoque de linhagens, um dos pellets foi periodicamente
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ressuspendido em SFB e solucédo de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich)
9:1 e conservado em nitrogénio liquido.

Para avaliagdo do numero de células a serem semeadas na fase de
recultivo, foi utilizado o contador automatico Countess® Cell Counter (Invitrogen,
Forster City, CA, USA), que utiliza um algoritmo para analise de imagens e para
calculo do numero de células vivas e mortas. Uma aliquota de 5 pl de meio
contendo as células tripsinizadas foi adicionado a um tubo eppendorf com 5 pL
de azul de tripano (Sigma-Aldrich) e os 10 pL totais foram aplicados em lamina
prépria para contagem. As células vivas brilham devido a auséncia do corante
em seu interior, pois a membrana celular integra impede sua entrada. As células
mortas, ao contrario, ficam opacas por causa da presenca do azul de tripano em
seu citoplasma, uma vez que a membrana celular ndo é mais seletiva. O numero
de células viaveis/mL identificadas pelo aparelho foi utilizado para calcular o
volume de meio com células a ser semeado.

Todos os procedimentos de cultivo celular foram realizados em fluxo
laminar bidirecional, especifico para manutencdo da esterilidade dos materiais

bem como para evitar a contaminacao das culturas.

Cultura de bactéria

A bactéria utilizada nos experimentos de clonagem foi a DH5a cultivada em
meio LB liquido. O meio LB foi produzido com 1 g de triptona (FisherBiotech,
Wembley, Australia), 0,5 g de extrato de levedura (FisherBiotech), 1 g de NacCl
(Dindmica, Indaiatuba, SP, Brasil) e 100 mL de &agua destilada, seu pH foi
ajustado para 7 e, em seguida, foi autoclavado. O meio utilizado nas placas de

cultura foi 0 mesmo, apenas com adi¢éo de 3,75 g da agar (Sigma-Aldrich).

Clonagem da sequéncia E6/E7 de HPV 16 em vetor de expressao

1. Analise da sequéncia viral para desenho de iniciadores

As sequéncias dos genes E6 e E7 foram localizadas no genoma do HPV
16 com auxilio da ferramenta BLAST (Blast, 2019). Os iniciadores foram
desenhados com a ferramenta primer3 (Koressaar T, 2007; Untergasser A, 2012)
e testados com a ferramenta in-silico PCR do BLAT (Blat, 2019) para
confirmacéo de produtos de PCR. Nas extremidades dos iniciadores sense e

anti-sense, foram adicionadas sequéncias dos sitios de restricdo das enzimas
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BamHI e Notl, respectivamente, para posterior utilizacdo em digestéo e ligacao
do fragmento ao vetor de interesse. Também foram colocadas sequéncias TTT

nas extremidades 5” para dar estabilidade aos iniciadores.

2. Selegéo de vetor de expressao

O vetor selecionado para insercdo do fragmento E6/E7 de HPV 16 foi o
pcDNA 3.1 His C (Invitrogen by Life Technologies), gentilmente cedido pela Dra.
Ana Carolina Terzian, Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto,
FAMERP, Sdo Paulo, SP,. Os sitios de restricdo do vetor permitem sua abertura
pelas enzimas BamHI e Notl (Thermo Scientific) e formacéo de pontas coesivas
no fragmento amplificado. Também permitem a posicédo correta de leitura (in
frame) para que ocorra a expresséo do fragmento pelo promotor do vetor apos
sua ligacdo. A andlise da matriz de leitura foi realizada com o auxilio do programa
Accelrys Gene.

O vetor pcDNA 3.1 His C possui um promotor forte (CMV - citomegalovirus),
que permite alto nivel de expressdo da proteina recombinante, bem como o
promotor SV40 (simian virus 40), que permite alto nivel de expressdo do gene
neomycin de resisténcia a geneticina, no caso de selecdo em eucariotos, além
do gene ampicillin de resisténcia para ampicilina, no caso de selecdo em

procariotos (Figura 9).
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Figura 9. Esquema do vetor de expressdo pcDNA 3.1 His C. esquema do vetor com o gene
neomycin de resisténcia ao antibidtico geneticina, as sequéncias promotoras CMV e SV40, os
sitios de restricao e o gene ampicillin de resisténcia ao antibiético ampicilina.
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3. Amplificacdo dos genes E6/E7 a partir do DNA genémico de HPV 16

Uma amostra de DNA gendmico de HPV 16, gentilmente cedida pela Prof.
Dra. Laura Cristina Sichero Vettorazzo, Instituto do Cancer do Estado de S&o
Paulo/ICESP, Sao Paulo, SP, foi submetida a amplificacdo por PCR de um
fragmento de 755 pb, no qual estdo presentes os genes de interesse E6/E7.

A reacdo foi realizada em ciclador de temperatura programavel
(Mastercycle gradiente Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), em volume de 50 pL
contendo Tris-SO4 60 mM, pH 8,9, (NH4)S0O4 18 mM, MgS0O4 2 mM, 200 uM de
cada dNTP, 2U de Tag DNA polymerase (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA) e 200 mM de cada iniciador. Cada ciclo compreendeu 1
min de desnaturacdo a 95°C, 1 min de anelamento a 55°C e 2 min de
alongamento a 72°C, com um total de 40 ciclos. O primeiro ciclo foi precedido
por 10 min a 95°C e o ultimo ciclo foi estendido por 8 min a 72°C. O volume total
da reacao foi analisado em gel de agarose 1%, corado com GelRed Nucleic Acid
Gel (Uniscience, Osasco, SP, Brasil). Foi sempre incluido na reacdo um controle
negativo sem DNA. O marcador de peso molecular foi o GeneRuler DNA Ladder

(Thermo Scientific).

4. Extracdo de DNA de gel

Depois de confirmada a amplificacdo do fragmento de 755pb por
eletroforese em gel de agarose, a banda foi recortada do gel e a extracdo do
DNA foi realizada com auxilio do kit de extracdo GenElute Gel Extraction Kit

(Sigma-Aldrich), segundo as instrugdes do fabricante.

5. Digestao do produto de PCR e do vetor de expresséo

A digestdo com as enzimas BamHI e Notl foi realizada em uma mesma
reacdo, pois ambas apresentavam as mesmas condicfes salinas para sua
atividade maxima e a mesma temperatura de inativacdo. O vetor de expressao
e o produto de amplificacdo foram digeridos em reacgdes separadas.

O volume total da reacao foi de 20 pL: para cada 1 pg de DNA foram
utilizados 2 pL de tampéo (Tris-HCI 10 mM, KCI 100 mM, Triton X-100 0,02%,
0,1 mg/mL BSA), 16 uL de agua livre de nucleasse e 2 pL de cada enzima
(10U/pL). O material foi incubado por 12 h a 37°C, sendo em seguida inativado
a 80°C por 20 min. Apds a digestéo, o vetor foi analisado em gel de agarose 1%

corado com GelRed Nucleic Acid Gel (Uniscience). A extracdo do vetor foi
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realizada com o kit GenElute Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich) citado

previamente.

6. Ligacdo do fragmento E6/E7 ao vetor de expressao pcDNA 3.1 His C

Anteriormente a ligacdo do fragmento, o vetor pcDNA 3.1 His C foi tratado
com a fosfatase alcalina Heat Inactivated Alkaline Phosphatase (Invitrogen by
Life Technologies), uma fosfomonoesterase que hidrolisa o fosfato 3’ e 5" do
DNA. A desfosforilagcdo do vetor auxilia sua ligacdo ao fragmento, evitando sua
recircularizacdo na forma vazia. A inativacdo da fosfatase foi realizada a 65°C
por 5 min.

O vetor e o fragmento foram quantificados no equipamento NanoDrop
(Espectrofoitometro ND-1000 Uniscience). A reagao de ligagao foi realizada pela
T4 DNA ligase (Thermo Scientific) e as concentragdes de vetor e inserto foram
calculados pela seguinte razéo de ligacao:

Quantidade de inserto = ng vetor x Kb inserto / Kb vetor x razao

As razdes utilizadas foram:

1:3 — 150 ng vetor:62 ng inserto
1:4 — 150 ng vetor:82 ng inserto
1:5 — 150 ng vetor:103 ng inserto
1:6 — 150 ng vetor:124 ng inserto

A ligacao foi realizada utilizando 1,2 pL de enzima T4 ligase (5 U/uL) e 2,5
uL de tampdao de reacdo 10X em um volume final de 20 pL, a 16°C por 16 h, com

inativacao posterior a 65°C por 10 min.

Amplificacdo e confirmacgéao do material clonado

Apobs o processo de ligacdo dos genes E6/E7 ao vetor de expressdo pcDNA
3.1 His C e a confirmacado da insercdo, os vetores tanto cheios (com inserto
pcDNA/HPV) quanto vazios (sem inserto pcDNA) foram inseridos em bactéria
(DH5a) para nova confirmagéao da ligagao pcDNA/HPV, amplificacdo e estoque

dos vetores.
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7.Cultivo de bactéria e preparacao para transformacéao

Protocolo Fresh Competent — bactéria quimiocompetente

As bactérias DH5a foram retiradas de sua preservagao a -80°C, estriadas
em meio LB com agar em placa e incubadas em estufa a 37°C por 24 h. Apés
seu crescimento, uma coldnia foi retirada da placa, colocada em 10 mL de meio
LB liquido sem antibiotico e incubada sob agitagdo de 200 rpm a 37°C por 24 h.
ApOs esse periodo, 250 pL do in6culo foi adicionado a 10 mL de meio LB liquido
sem antibidtico e seu crescimento foi acompanhado no equipamento Ultrospec
10 (Amersham Biosciences) até densidade de 0,4. Em seguida, a cultura foi
mantida em gelo por 10 min e centrifugada a 4°C por 5 min a 3000 rpm, seu
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 2,4 mL de CaClz 0,1M gelado
ao pellet, que foi homogeneizado e novamente centrifugado nas mesmas
condicBes anteriores. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500

pL de CaClz ao pellet, que foi homogeneizado e incubado a 4°C por 24 h.

8. Transformacéo

A insercdo do vetor/inserto na bactéria foi realizada por meio de choque
térmico com utilizagdo do CaClz, que neutraliza as cargas da membrana. Foram
adicionados 5 pL da reacdo de ligacdo vetor/inserto em 100 pL de bactérias
quimiocompetentes. A reagéao foi realizada por 30 min no gelo. Em seguida, o
material foi colocado em banho-maria a 42°C por 1 min e novamente em gelo
por 2 min, recebeu 300 pL de meio LB sem antibiotico e foi incubado em rotacdo
de 200 rpm a 37°C por 1 h. As bactérias foram entdo semeadas em placas com
meio LB e agar e o antibi6tico de selecao, ampicilina (Sigma-Aldrich), para que
apenas as colbnias contendo o vetor crescessem e fossem selecionadas. As
placas foram incubadas a 37°C por 24 h.

Apds este periodo, as colénias que cresceram nas placas foram
demarcadas, retiradas e colocadas separadamente em 3 mL de meio LB liquido
com ampicilina e incubadas novamente a 37°C por 24 h. Foi, entdo, realizada
uma PCR, denominada PCR screening, necessaria para identificacdo das
colénias com o vetor contendo o inserto. Essa reacdo € realizada da mesma
maneira que a reacdo de PCR para amplificacdo do fragmento E6/E7 descrita
acima, com uma diferenca: no estagio inicial do primeiro ciclo, foi acrescentada
uma etapa de 95°C por 10 min, para romper a membrana da bactéria e expor o

vetor para amplificagdo. O controle da reacéo foi um vetor original, sem nenhuma
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modificacdo. O produto da reacao foi analisado em gel de agarose 1% corado

com GelRed Nucleic Acid Gel (Uniscience).

9. Miniprep

As coldnias em meio LB liquido positivas para a presenca de vetor foram
centrifugadas a 12000 g por 1 min. O pellet foi ressuspendido em 200 pL de TE
pH 8 e, apods adicdo de 200 pL de SDS/NaOH, foi incubado a 37°C por 5 min.
Foram adicionados 150 pL de acetato de sédio 3M pH 4,8 e o material foi
centrifugado a 12000 g por 6 min. O sobrenadante foi retirado e adicionado 1 mL
de isopropanol ao pellet, que foi incubado a 37°C por 5 min e novamente
centrifugado por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado 2
vezes com 1 mL de etanol 75% gelado, secado, ressuspendido em 50 pL de TE
e armazenado a -20°C.

As colbnias positivas também foram estocadas para uso futuro: 500 uL de
meio LB liquido com as bactérias foram adicionados a 500 pL de glicerol 50% e,

entdo, armazenadas em freezer -80°C.

Transfeccdo e expressao dos genes E6/E7 em linhagens celulares

As linhagens celulares HaCat e SCC25 foram utilizadas em ensaio de
inducdo permanente de expressdo dos genes E6/E7 de HPV 16, cujo efeito em
morfologia, proliferagéo, migragéao e invaséo celular foi avaliado.

Para inducdo de expressao, foi utilizado o vetor comercial pcDNA 3.1 His
C. Como controles negativos, foram utilizados o mesmo vetor sem o inserto e
células sem o vetor. O ensaio foi realizado utilizando o protocolo do Neon
Transfection System (Invitrogen), que induz poros na membrana celular
permissiveis a fluxo de ions e moléculas.

Previamente a transfeccéo, as linhagens foram cultivadas em meios de
cultura especificos contendo SFB 10% até atingirem a confluéncia de 70% em
garrafas médias (75 cm?). No primeiro dia do experimento, as células foram
tripsinizadas e contadas no Countess® Cell Counter (Invitrogen), como descrito
anteriormente. Uma aliquota com 3x10° células foi ressuspendida com reagente
especifico do kit Neon Transfection e recebeu 15 ug do vetor seguindo o
protocolo do fabricante para reagcdes de 100 uL. Trés condi¢des foram avaliadas:
(a) suspensao de células contendo o vetor com os genes E6/E7 (pcDNA/HPV),

(b) suspenséo de células contendo o vetor sem os genes E6/E7 (pcDNA) e (c)
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controle de reacdo sem vetor. O material das trés condi¢cdes foi submetido a
eletroporagdo com 23 diferentes intensidades de pulsos elétricos para escolha
do melhor procedimento (1000 V, 1 pulso, comprimento de pulso de 40 s).

As células foram cultivadas em seus respectivos meios com SFB 10% sem
antibiotico por 24 h e foram selecionadas por 15 dias em meio com o antibiético
geneticina (G-418, Sigma-Aldrich) na concentracao final de 700 ug/mL. Como os
vetores possuem o gene de resisténcia para geneticina, apenas as células
transfectadas sobreviveram nessas condicdes.

As culturas foram observadas diariamente em microscoépio invertido para
avaliagdo da morfologia celular e a cada 48 h o meio de cultura com antibigticos
foi substituido por meio novo. A eficiéncia da inducdo de expresséo dos genes
E6/E7 foi avaliada por PCR com 0os mesmos iniciadores e condi¢cdes descritas
para amplificacéo inicial dos genes E6/E7 utilizados para clonagem. O produto
da reacéo foi analisado em gel de agarose 1% corado com GelRed Nucleic Acid

Gel (Uniscience).

Andlise da morfologia celular

A andlise da morfologia celular das linhagens foi realizada rotineiramente
utilizando microscopio invertido. As culturas foram fotografadas periodicamente
para registro de mudangas de morfologia depois do processo de transfeccgéo e

expressao dos genes E6/E7 de HPV 16.

Ensaios com mediadores de inflamacéao

Os mediadores de inflamag&o foram introduzidos no meio de cultura das
linhagens na concentracao de:

IL-6 (Gold Biotechnology, USA) — 30 ng/mL,

TNF-a (Gold Biotechnology, USA) - 20 ng/mL,

TGF-beta-1 (BioLegend, USA) — 20 ng/mL

As linhagens, com HPV e sem HPV, contendo esses mediadores foram
submetidas a ensaios funcionais de proliferacdo, viabilidade, migragao e invaséo
e de PCR em tempo real para anélise de marcadores de EMT. O meio de cultura
foi trocado a cada 24 h e os mediadores também foram novamente adicionados
no mesmo momento. O tempo de tratamento foi o tempo dos experimentos: 0s
ensaios de proliferacdo e viabilidade tiveram duracéo de 96 h, o de migracao

teve duragdo de 24 h, o de invasdo 48 h e o ensaio para extragdo de RNA e
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avaliacdo de expressdo de marcadores de EMT teve duracdo de 72 h. As
condi¢cbes de estudo utilizadas no tratamento com mediadores foram: controle
(sem adicao de mediador), tratamento individual com IL-6, TNF-a, TGF-beta-1 e
associacdo dos trés mediadores. Todos os ensaios foram realizados em

triplicatas. Um esquema do protocolo utilizado esta apresentado na Figura 10.

HaCat SCC25 FaDu
L J

!

pcDNA  pcDNA/HPV
l |

I

Controle IL-6 TNF-a TGF-beta-1 IL-6+TNF-a+TGF-beta-1

\ |
I

Analise de marcadores de EMT e ensaios funcionais

Figura 10. Esquema dos experimentos realizados com as linhagens HaCat, SCC25 e FaDu.
As células foram transfectadas com vetor vazio (pcDNA) para controle e com vetor com 0s genes
E6/E7 de HPV 16, e posteriormente tratadas com mediadores inflamatoérios.

Ensaios Funcionais

Os ensaios funcionais foram realizados para andlise das linhagens HaCat
e SCC25 transfectadas com o vetor pcDNA 3.1 His C contendo os genes E6/E7
de HPV 16 (pcDNA/HPV) tratadas com os mediadores de inflamagdo nas

condicles relatadas acima.

Ensaio de proliferacao celular

Para avaliar seu potencial proliferativo, as células foram cultivadas em meio
sem SFB por 24 h (para sincronizagéo inicial do ciclo celular), em triplicatas, com
2x10% células/pogco em placas de 12 pogos. Apds 24 h, o meio foi trocado por
meio com SFB 10% contendo os mediadores e, a cada 24 h até completar 96 h,
uma triplicata de cada condicéo foi tripsinizada e as células vivas foram contadas
no Countess® Cell Counter para posterior elaboracdo de uma curva de

proliferacao.
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Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo The CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay- MTS (Promega), um método
colorimétrico utilizado para determinar o numero de células viaveis. Nesse
ensaio, o] sal de tetrazolium (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) € biorreduzido pelas
células vivas com formagéo do composto soluvel formazan, que produz mudanca
de coloracdo no meio. A quantidade de formazan € mensurada por
espectrofotometro no comprimento de onda de 490 nm e diretamente
proporcional ao numero de células vivas na cultura.

O ensaio de viabilidade foi realizado nas mesmas condi¢des que 0 ensaio
de proliferacao, exceto pelo numero de células plaqueadas (3x102 células/pogo),
utilizacéo de placas de 96 pocos e contagem de células em leitor de placas (TP-

Reader-ThermoPlate, Thermo).

Ensaio de Migragéo e Invaséo Celular

O efeito da inducdo de mediadores inflamatérios e dos genes E6/E7 de
HPV 16 na migracao foi avaliado em triplicatas em placas de 24 pocos com
insertos ou camaras de 6,5 mm de diametro contendo uma membrana de 8 um
de porosidade (BD BioCoat™ Migration/Invasion Chambers — MIC, Franklin
Lakes, NJ, USA). Um total de 4x10* células/300 pL de meio sem SFB foram
semeadas no compartimento superior do inserto. No compartimento inferior
(correspondente ao poco da placa de cultivo), foram adicionados 500 L de meio
suplementado com SFB 10% e os mediadores de cada condicdo. Em seguida,
as placas foram incubadas por um periodo de 24 h a 37°C e CO25%, durante o
qual as células, atraidas pelo soro, migraram pela membrana em dire¢cdo ao
compartimento inferior da camara. As células presentes no inserto foram fixadas
com formaldeido 0,4% a temperatura ambiente por 20 min. Aquelas presentes
na superficie superior da membrana (e que, portanto, ndo migraram) foram
retiradas com o auxilio de uma haste de algodao, enquanto as células presentes
na face inferior foram coradas por 5 min com o composto fluorescente 4',6-
diamidino-2-fenilindol/DAPI (Uniscience) e submetidas a um passo de lavagem
com PBS 1X. Cinco campos da superficie inferior da membrana, selecionados

casualmente, foram fotografados em microscopio de fluorescéncia invertido
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utilizando o programa Axiovision Release 4.8 e as células presentes foram
contadas nas fotografias obtidas.

A invasividade celular foi avaliada nas mesmas condi¢coes que o ensaio de
migracdo, mas em camaras de invasdo com matrigel, contendo insertos de 6,5
mm de diametro com membranas de 8 um de porosidade (BD BioCoat™
Migration/Invasion Chambers — MIC). Esse ensaio baseia-se no fato de as
células com capacidade invasiva serem capazes de degradar o matrigel, que faz
a funcéo da matriz extracelular no tecido vivo, e migrar em direcdo ao meio com
soro. As células foram inoculadas no inserto, na mesma concentracao utilizada
no ensaio de migragdo e, apos 48 h a 37°C e CO2 5%, foram fixadas com
formaldeido 0,4% a temperatura ambiente por 20 min. As células remanescentes
gue ndo degradaram o matrigel (presentes, portanto, na superficie superior da
membrana) foram igualmente retiradas com o auxilio de uma haste de algodéo.

Os passos seguintes seguiram o mesmo protocolo do ensaio de migracao.

Avaliacao da expressdo de marcadores de EMT

Extracdo sequencial de RNA, DNA e proteinas

As linhagens HaCat, SCC25 e FaDu foram semeadas com densidade de
1x10° e cultivadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO:2 por 24 h. Apds sua
adesédo ao frasco, o meio de cultura foi trocado por meio sem soro para
sincronizacgao do ciclo celular. As células foram mantidas nesse meio por 24 h,
tempo suficiente para que ingressassem na fase Go. Apds esse periodo, 0 meio
foi substituido por meio com SFB e as células foram cultivadas por 72 h com os
mediadores inflamat6rios. O meio de cultura com os mediadores foi substituido
a cada 24 h.

O RNA, o DNA e as proteinas foram extraidos pelo método do TRIzol (Life
Technologies, Grand Island, NY, USA), segundo protocolo ja estabelecido no
laboratdrio.

O meio das garrafas de cultura foi retirado e as células foram lavadas com
5 mL de PBS. Apds esse passo, foram adicionados 3 mL de trizol, uma solugéo
monofasica de fenol e tiocianato de guanidina, que mantém a integridade do
RNA enquanto promove a lise celular. O material foi distribuido em tubos de 1,5
mL e mantido a temperatura ambiente por 20 min. Em seguida, recebeu 200 pL
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de cloroformio gelado para cada mL de amostra em trizol, foi homogeneizado
por 1 min e incubado por 10 min a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a 12000 g, por 15 min a 4°C, para separar a fase aquosa, que
contém RNA, da interfase branca e leitosa que contém DNA, e da fase organica
com proteinas. A fase aquosa com RNA foi transferida para um novo tubo com
500 pL de isopropanol gelado e 10 pg de glicogénio e mantida por 20 min a
temperatura ambiente. Apds essa etapa de precipitacdo, as amostras foram
centrifugadas a 14000 g por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi descartado por
inversdo. O sedimento foi lavado trés vezes com 1 mL de etanol 70% gelado,
agitado até se soltar do tubo e centrifugado a 14000 g por 2 min a 4°C. O excesso
de etanol foi retirado por pipetagem e os tubos foram colocados em banho seco
a 42°C por 1 min para secagem total do precipitado. O material foi ressuspendido
em 20-50 pL (dependendo do tamanho do sedimento) de agua livre de
nucleases. As amostras foram colocadas em banho seco a 55°C por 10 min para
melhor eluicdo do RNA. Uma aliquota foi utilizada para quantificacdo e analise

da integridade do RNA. A fase com DNA e proteinas foi armazenada a -80 °C.

Quantificacado e avaliacdo da integridade do RNA das linhagens celulares

A guantificagdo e a avaliagdo da integridade do RNA das linhagens foram
realizadas no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha).
Este sistema utiliza eletroforese capilar em microchip, que é feita em verséo
microfluidica e ndo ocorre no interior de uma coluna capilar, mas em microcanais
fabricados em pequenos blocos. Com esse tipo de eletroforese, é possivel
separar fragmentos de DNA, RNA e proteinas e posteriormente detecta-los por
fluorescéncia induzida por laser.

Foi utilizado o RNA 6000 Nano kit (Agilent Technologies), que possui chips
e reagentes desenhados para andlise de fragmentos de RNA. Cada chip contém
uma rede interconectada de microcanais e pocos definidos para as amostras de
interesse e para cada um dos reagentes (gel, solucdo de corante fluorescente e
marcadores de peso molecular). O ensaio foi realizado segundo instru¢gdes do

fabricante.

Reacdo em Cadeia da Polimerase pela transcriptase reversa (RT-PCR)
De acordo com o resultado da quantificagéo, foi preparado um volume de
RNA com 5 ug. O RNA foi tratado com RQ1 RNase-Free DNase (Promega,
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Madison, WI, USA) para eliminacdo de DNA gendmico, em reagdo com volume
final de 25 pL.

O cDNA foi confeccionado pela reacdo de transcricdo reversa com 0
sistema High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Forster City, CA, USA). Esse sistema utiliza a enzima transcriptase reversa
MultiScribe e iniciadores aleatdrios — random primers - para a sintese do DNA
complementar. Os volumes e as concentracdes dos reagentes utilizados na
reacao de transcricdo reversa foram: 5 pyL de iniciadores 10X, 2 yL de dNTPs
100 mM, 5 pL de tampédo 10X, 2,5 pL de enzima MultiScribe 50 U/pL. Os
reagentes foram adicionados aos 25 pL obtidos apds processamento com
DNAse. O volume da reacao foi completado para 50 yL com &gua tratada com
DEPC. As condi¢des da reacdo de RT-PCR foram: 25°C por 10 min, 37°C por
120 min, 4°C «~. No final da reacéao, foram acrescentados 50 uL de agua tratada
com DEPC, sendo o volume final igual a 100 pL e a concentracdo de cDNA igual
a 50 ng/uL. Os cDNAs foram entdo armazenados a -20 °C para posterior andlise

de expresséao génica.

Selecdo e desenho de iniciadores relacionados a transicdo epitélio-
mesenquimal (EMT)

Os genes relacionados a EMT foram selecionados por busca na literatura
sobre sua importancia no desenvolvimento da transi¢cédo e no cancer. A busca foi
realizada no PubMed (Pubmed) com os termos MeSH (Mesh), epithelial
mesenchymal transition and neoplasms. As sequéncias dos genes selecionados
foram localizadas no genoma humano e seu RNAm (RefSeq) foi acessado com
o auxilio da ferramenta Gene do NCBI (Gene, 2019). Os iniciadores foram
desenhados com a ferramenta primer3 (Koressaar T, 2007; Untergasser A,
2012) e testados com a ferramenta in-silico PCR do BLAT (Blat, 2019) e BLAST
(Blast, 2019) para confirmagéo de produtos de PCR.

Analise de PCR em tempo real

A PCR em tempo real foi realizada no equipamento ABI Prism 7500 Fast
Sequence Detection System (Applied Biosystems) com o sistema SYBR Green
(Applied Biosystems).

No sistema SYBR Green, os iniciadores especificos para cada transcrito

foram selecionados como descrito acima e as reagOes foram realizadas em



38

volumes de 20 uL, contendo 50 ng de cDNA, 1 uL de iniciadores na concentragéo
10 yM, 10 uL de Power Master Mix SYBR Green Fast™ (Thermo) e 7 uL agua.
O Power Master Mix SYBR Green™ contém todos os componentes para a
reacdo de PCR em tempo real, exceto o molde, os oligonucleotideos iniciadores
e a agua. As condicdes de reacdo compreenderam uma etapa inicial de 2 s a
95°C para inativacédo da uracil-N-glicosilase (UNG), evitando, dessa forma, que
a enzima degrade os produtos da termociclagem a ser iniciada em seguida, e
também para ativagdo da enzima AmpliTaq Gold (Applied Biosystems).
Posteriormente, foram programados 40 ciclos de 3 s a 95°C e 30 s a 60°C para
extensdo. Foi acrescentado um passo de dissociacdo que compreende duas
etapas de 15 s a 95°C, intercaladas por uma etapa de 1 min a 60°C e 15 s a 95°C
e 15 s a 60°C. A curva de dissociacdo tem como objetivo a verificacdo de
ocorréncia de primer dimers, produtos inespecificos e de contaminacdes. O gene
GAPDH foi utilizado como normalizador.

A eficiencia dos iniciadores foi avaliada por curva padrdo e foram
empregadas cinco concentracfes diferentes de cDNA da linhagem celular
utilizada, a saber, amostra pura e suas cinco diluicdes em agua DEPC 1:1, 1:2,
1:3, 1:14 e 1:5.

A férmula utilizada para avaliacdo da expresséo dos genes foi:

Taxa relativa de expressio = 2 -(ACt do gene alvo - ACt do calibrador) — 2 -AACt

O ACt foi obtido pela subtracdo da média dos Cts do gene alvo pela média
dos Cts do gene constitutivo ou calibrador.

Foram considerados diferencialmente expressos 0s transcritos que
exibiram expressdo > 2.0 ou < -2.0 em relacdo ao tecido controle, apés a
transformacao dos valores para logaritmo de base 2. Dessa forma, um valor de
expressao relativa igual a +1 equivale a um aumento de expresséo de 2 vezes,

e um valor de -1 equivale a uma diminuicdo de expresséo de 2 vezes.

Andlise estatistica e analise por ferramentas de bioinformatica

Os dados obtidos nos ensaios funcionais foram analisados pelo teste
estatistico ANOVA multifatorial seguido do teste de Tukey (utilizando p<0,05) do
programa miniTAB 16. O programa GraphPad prism (GraphPad Software Inc.,
San Diego — CA, EUA) foi utilizado para andlise estatistica e confecgcéo de
graficos dos ensaios de PCR em tempo real (Teste t - ndo pareado, p<0,05). O
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programa DAVID 2.6 (Huang Dw, S. B., Lempicki Ra, 2009; Huang Dw, S. B.,
Lempicki Ra., 2009) foi utilizado para elaborar as analises funcionais e 0 STRING
(String) foi utilizado para observar as interagdes entre 0os genes envolvidos na
EMT.
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RESULTADOS

Clonagem da sequéncia E6/E7 de HPV 16 em vetor de expressao

Andlise da sequéncia viral para desenho de iniciadores

As sequéncias dos iniciadores para amplificagdo de EG6/E7 estéo
sublinhadas na sequéncia parcial do genoma do HPV 16 apresentada a seguir
(Figura 11). Como referido no capitulo de Material e Métodos, os iniciadores
receberam sitios de restricdo BamHI (GGA TCC) e Notl (GCG GCC GC) nas
extremidades 5’ e 3’, respectivamente, além da sequéncia TTT na extremidade
5.

>NC 001526.4 Human papillomavirus type 16, complete genome

57 ACTACAATAATTCATGTATAAAACTAAGGGCGTAACCGAAATCGGTTGAACCGAAACCGGTTAGT
ATAAAAGCAGACATTTTATGCACCAAAAGAGAACTGCAATGTTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAA
GTTACCACAGTTATGCACAGAGCTGCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGTGTGTACTGCAAG
CAACAGTTACTGCGACGTGAGGTATATGACTTTGCTTTTCGGGATTTATGCATAGTATATAGAGATGGGA
ATCCATATGCTGTATGTGATAAATGTTTAAAGTTTTATTCTAAAATTAGTGAGTATAGACATTATTGTTA
TAGTTTGTATGGAACAACATTAGAACAGCAATACAACAAACCGTTGTGTGATTTGTTAATTAGGTGTATT
AACTGTCAAAAGCCACTGTGTCCTGAAGAAAAGCAAAGACATCTGGACAAAAAGCAAAGATTCCATAATA
TAAGGGGTCGGTGGACCGGTCGATGTATGTCTTGTTGCAGATCATCAAGAACACGTAGAGAAACCCAGCT
GTAATCATGCATGGAGATACACCTACATTGCATGAATATATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATC
TCTACTGTTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGTCCAGCTGGACAAGC
AGAACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTGTTGCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGTTGTGC
GTACAAAGCACACACGTAGACATTCGTACTTTGGAAGACCTGTTAATGGGCACACTAGGAATTGTGTGCC
CCATCTGTTCTCAGAAACCATAATCTACC2 3’

Figura 11. Sequéncia parcial do genoma de HPV 16. As sequéncias dos genes E6 e E7 estdo
apresentadas em cinza claro e cinza escuro, respectivamente, e as sequéncias dos iniciadores
estéo sublinhadas.

Amplificacdo dos genes E6/E7 a partir do DNA gendmico de HPV 16

A amplificacao do fragmento de 755pb ocorre proximo a extremidade 5’ do
gene E6 e da extremidade 3’ do gene E7. Apls eletroforese do produto, o
fragmento de interesse foi retirado do gel de agarose para posterior digestao e
insercao no vetor de expressao pcDNA 3.1 His C.

Digestéo do produto de amplificacéo e do vetor de expresséo

O produto de amplificacdo contendo os genes E6 e E7 do HPV foi digerido
com as enzimas BamHI e Notl. O vetor de expressdao pcDNA 3.1 His C foi
digerido com as mesmas enzimas e sua linearizagcdo foi confirmada por

eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 12). O vetor circular (ndo digerido) é
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mais compacto que o linear e, por esse motivo, sua banda no gel esta localizada

em posicgao distinta.

M 1 2 3

5000 pb

1000 pb

Figura 12. Eletroforese do vetor pcDNA 3.1 His C em gel de agarose 1% corado com GelRed.
Linhas 1 e 2: vetor linearizado apds digestdo com as enzimas BamHI e Notl; linha 3: vetor circular
controle ndo submetido a digestéo (seta). M = marcador padrao de peso molecular 1kb.

Transformacéo e selecao de bactérias com o inserto

Apos a reacao de ligacdo do fragmento E6/E7 ao vetor pcDNAS3.1HisC, foi
realizada a confirmacé&o da insercao por PCR do fragmento de interesse e, em
seguida, a transformacdo das bactérias DH5a utilizando vetores (com inserto
pcDNA/HPV) e vazios (sem inserto). A Figura 13 mostra colénias bacterianas
cultivadas em meio LB com &gar selecionadas pelo antibiético ampicilina, apos
insercdo do vetor pcDNA 3.1 His C com sequéncia E6/E7. No total, foram
coletadas 22 colbnias brancas, que foram semeadas em meio LB liquido para
posterior selecdo por PCR screening.

Figura 13. Colonias brancas de bactérias DH5a. Col6nias brancas de bactérias
transfectadas com o vetor pcDNA 3.1 His C contendo as sequéncia E6/E7 e seldcionadas
pelo antibidtico ampicilina.
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PCR Screening — confirmacgéao da ligagéo do inserto (genes E6/E7) no vetor
pcDNA

Para confirmagao da presenca do vetor com o inserto, as colonias de
bactérias selecionadas por ampicilina foram submetidas a PCR screening. Os
resultados mostraram seis coldnias positivas de um total de 22. A Figura 14

mostra o gel de agarose com os produtos da reagao.

M 1 2 3 4 5 6

1000 pb

100 pb

Figura 14. Gel de agarose 1% corado com GelRed para confirmacgéo da ligagdo do vetor
pcDNA 3.1 His C ao inserto contendo os genes E6/E7. O fragmento de 755 pb foi observado
em 6 colbnias (linhas 1 a 6). M = marcador padrdo de peso molecular 100 pb.

Confirmacao da transfeccdo e da expressdo de E6/E7 em linhagens
celulares

Apés a transfeccdo das linhagens HaCat, SCC25 e FaDu com o0s genes
E6/E7 de HPV 16, foi extraido o RNA e realizada uma reacdo de amplificacao
com os mesmos iniciadores utilizados para amplificacdo dos genes E6/E7 a partir
do DNA genémico de HPV 16 durante a clonagem. Esse procedimento foi
efetuado antes dos ensaios funcionais para confirmacdo da presenca e
expressdo de E6/E7. Os resultados da eletroforese dos amplificados em gel de

agarose estao apresentados na Figura 15.

1000 pb

100 pb

Figura 15. Gel de agarose 1% corado com GelRed para confirmacdo da expressédo dos
genes E6/E7 nas linhagens transfectadas. Linhas1-3 - HaCat, linhas 4-6 - SCC25 e linhas 7-
9 —FaDu. Linhas 1, 4 e 7 - controle sem vetor; linhas 2, 5 e 8 - controle com vetor vazio (pcDNA);
linhas 3, 6 e 9 vetor com os genes E6/E7 (pcDNA/HPV). M = marcador de peso molecular 100
pb.
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Andlise de morfologia celular

Como o produto de amplificagéo clonado em vetor de expressao continha
a sequéncia dos genes E6 e E7, o efeito da expressdo desses dois genes foi
analisado em conjunto nos ensaios funcionais.

Foi observada uma mudanca na morfologia das linhagens HaCat e SCC25
apos a transfeccdo permanente com os genes E6/E7 em comparacdo com as
células transfectadas com o vetor vazio. A linhagem SCC25 apresentou uma
morfologia um pouco mais alongada e uma disposi¢do menos agrupada quando
transfectada com E6/E7 (Figura 16 A-B). Na linhagem HaCat, foi observado
maior adensamento quando as células foram transfectadas com E6/E7 em
comparacdo com seu controle (Figura 16 C-D). Na linhagem FaDu, nao foi
observada qualquer alteracdo na morfologia celular.

Figura 16. Morfologia celular das linhagens SCC25 e HaCat. Alteracdo do adensamento e da
morfologia celular das linhagens SCC25 (A e B) e HaCat (C e D). A e C - células transfectadas
com vetor vazio (pcDNA); B e D células transfectadas com pcDNA/HPV. Aumento 20X.
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Ensaios funcionais

Os ensaios funcionais foram realizados para compreender o efeito da
expressdo dos genes E6 e E7 de HPV 16 e do ambiente inflamatério em
linhagem tumoral SCC25 e normal HaCat. Ambas as linhagens foram
transfectadas com (a) o vetor pcDNA 3.1 HisC contendo os genes E6/E7 de HPV
16 (pcDNA/HPV) na presenca ou auséncia dos mediadores de inflamacéo IL-6,
TNF-a e TGF-beta-1 em concentracdes relatadas no capitulo de Material e
Métodos e (b) com o vetor vazio (pcDNA) na auséncia dos mediadores de
inflamacéo. Todos os ensaios foram avaliados pelo teste estatistico ANOVA com

valores significativos de *p=<0,05.

As siglas utilizadas no texto e nas figuras sdo apresentadas no quadro a seguir:

Célula Vetor Tratamento

pcDNA controle vazio*

pcDNA/HPV controle | com sequéncias E6/E7

pcDNA/HPV com sequéncias E6/E7 | IL-6, TNF-a e/ou TGF-beta-1

* sem sequéncias E6/E7
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Curva de proliferacao

Células SCC25:

Os resultados das comparacdes realizadas sao referidos abaixo e
apresentados na Figura 17.

I. Comparagdo de SCC25 pcDNA/HPV e pcDNA sem tratamento com
mediadores de inflamacdo. Os resultados mostraram aumento
significativo de proliferacédo (p=0,026) em SCC25.

[I. Comparagédo de SCC25 pcDNA/HPV sem e com tratamento com
mediadores de inflamagdo mostrando diminuicdo significativa de
crescimento no tratamento com TNF-a (p=0,006), TGF-beta-1 (p=0,008)

ou trés mediadores simultaneamente (p=0,001).

Proliferacdo SCC25 pcDNA x pcDNA/HPV

600000
500000 *
400000
300000
200000
100000

0
o horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

numere de células

e ncDNA controle =@ pcDNA/HPV controle

Proliferacdo SCC25 pcDNA/HPV

—@— pcDNA/HPV controle

PcDNA/HPV + TNF-a

ndmero de células

=8 pCDNA/HPV + IL-6/TNF-a/TGF-beta-1

Figura 17. Curva de proliferacdo da linhagem SCC25. A. Proliferacdo de pcDNA e
pcDNA/HPV sem tratamento. B. pcDNA/HPV tratado com mediadiores inflamatorios. Teste
ANOVA (*p<0,05). As comparac8es estédo representadas por chaves na figura.

Em resumo, as células SCC25 contendo sequéncias virais mostraram um

aumento de proliferacdo quando comparadas ao controle contendo o vetor vazio,
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mas exibiram reducdo de proliferacdo quando tratadas com os mediadores

simultaneamente ou com cada uma deles, exceto com IL-6.

Células HaCaT

Os resultados das comparacOes realizadas sdo apresentados abaixo e

apresentados na Figura 18.
I. Comparacédo de HaCat pcDNA/HPV e pcDNA sem tratamento com mediadores

de inflamacéo. Os resultados mostraram diminuic&o significativa de proliferacao

(p=0,01) em HaCat.

[I. Comparacgdo de HaCat pcDNA/HPV sem e com tratamento com mediadores
de inflamacéo mostrando diminuic&o significativa de crescimento no tratamento

com TGF-beta-1 (p=0,004) ou trés mediadores simultaneamente (p=0,002).

Proliferacdo HaCat pcDNA x pcDNA/HPV
600000
500000
400000
300000
200000
100000

0
o horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
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Proliferagdo HaCat pcDNA/HPV

4 horas 48 horas 72 horas 96 horas

—@—pcDNA/HPV + IL-6

=@ pcDNA/HPV + TGF-beta-1

Figura 18. Curva de proliferacédo dalinhagem HaCat. A. Proliferacéo de pcDNA e pcDNA/HPV
sem tratamento. B. pcDNA/HPV tratado com mediadores de inflamag&do. Teste ANOVA
(*p=0,05). As comparagdes estdo representadas por chaves na figura.
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Ao contrario do que ocorreu nas células de carcinoma oral, 0s
queratinécitos normais transfectados com sequéncias virais exibiram diminuicdo
de proliferacdo na comparacdo com o controle contendo o vetor vazio, e uma
proliferacdo ainda mais reduzida quando tratados com todos os mediadores

simultaneamente ou com cada um deles, exceto com IL-6 ou TNF-a.

Analise de Viabilidade celular

Células SCC25:
Os resultados das comparacOes realizadas sdo apresentados abaixo e

apresentados na Figura 19.

I. Comparacdo SCC25 pcDNA/HPV e pcDNA sem tratamento com mediadores
de inflamacdo mostrando SCC25 pcDNA/HPV com aumento significativo na
viabilidade (p=0,01).

[I. Comparagao SCC25 pcDNA/HPV sem e com tratamento com mediadores de
inflamacé&o mostrando aumento significativo de viabilidade no tratamento com IL-
6 (p=0,02). Diminuicao significativa de viabilidade nos tratamentos com TNF-a
(p=0,001), TGF-beta-1 (p=0,018) e com os trés mediadores (p=0,001).
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Viabilidade SCC25 pcDNA x pcDNA/HPV

o

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

absorbancia

e ncDNA controle  e=@e=pcDNA/HPV controle

Viabilidade SCC25 pcDNA/HPV

absorbancia - -~

Figura 19. Curva de viabilidade obtida por ensaio de MTS para a linhagem SCC25. A.
Viabilidade de pcDNA e pcDNA/HPV sem tratamento. B. pcDNA/HPV tratado com mediadores
de inflamacgéo. Teste ANOVA (*p<0,05). As comparagdes estao representadas por chaves na
figura.

De maneira similar ao que ocorreu no ensaio de proliferacdo, as células
SCC25 contendo sequéncias virais mostraram um aumento de viabilidade
guando comparadas ao controle contendo o vetor vazio, mas exibiram reducéo
de viabilidade quando tratadas com todos mediadores de inflamacgéo

simultaneamente ou com cada um deles, exceto com IL-6.

Células HaCaT

Os resultados das comparacOes realizadas sdo apresentados abaixo e
apresentados na Figura 20.
I. Comparacdao HaCat pcDNA/HPV e pcDNA sem tratamento com mediadores
inflamatorios, ndo houve diferenca significativa entre HaCat pcDNA/HPV e
pcDNA (p=0,09).
[I. Comparacdo HaCat pcDNA/HPV sem e com tratamento com mediadores
inflamatoérios, ndo houve diferenca significativa nos tratamentos com IL-6
(p=0,1). Diminuicéo significativa de viabilidade nos tratamentos com TNF-a
(p=0,003), TGF-beta-1 (p=0,026) e com os trés mediadores (p=0,010).
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Viabilidade HaCat pcDNA x pcDNA/HPV

48 horas 72 horas 96 horas

ey DNA controle e ncDNA/HPV controle

absorbancia <

Viabilidade HaCat pcDNA/HPV

absorbancia

Figura 20. Curva de viabilidade obtidos por ensaio de MTS para a linhagem HaCat. A.
Viabilidade de pcDNA e pcDNA/HPV sem tratamento. B. pcDNA/HPV tratado com os mediadores
de inflamacéo. Teste ANOVA (*p<0,05). As comparagdes estdo representadas por chaves na
figura.

Em resumo, os queratinécitos normais transfectados com sequéncias virais
mostraram uma diminui¢cdo néo significativa de viabilidade na comparacao com
o controle contendo o vetor vazio, e uma viabilidade reduzida significativamente
guando tratados com todos os mediadores simultaneamente ou com cada um

deles, exceto com IL-6.

Ensaio de migracao celular

Células SCC25:

Os resultados das comparacOes realizadas sdo apresentados abaixo e

apresentados na Figura 21.

I.Comparacédo SCC25 pcDNA/HPV e pcDNA sem tratamento com mediadores
inflamatoérios, SCC25 pcDNA mostrou aumento significativo de migracdo
(p=0,004).
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[I. Comparacdo SCC25 pcDNA/HPV sem e com tratamento com mediadores
inflamatdrios, ndo houve diferenca significativa nos tratamentos com IL-6
(p=0,91), TNF-a (p=0,86) e TGF-beta-1 (p=0,08). Diminuicdo significativa de

migracao no tratamento com os trés mediadores associados (p=0,01).
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Figura 21. Ensaio de migracéo da linhagem SCC25. Grafico com a média do nimero de células
em cinco fotomicrografias de cada triplicata. A. Migracdo de pcDNA e pcDNA/HPV sem tratamento.
B. pcDNA/HPV tratado com os mediadores de inflamagdo. Dados s&o mostrados como a média das
triplicatas + SD (desvio padréo). Teste ANOVA (*p<0,05). As comparagdes estdo representadas por
chaves na figura.

Em resumo, as células SCC25 contendo sequéncias virais mostraram reducao de
migracdo quando comparadas ao controle contendo o vetor vazio, e também exibiram

reducdo de migracdo quando tratadas com todos os mediadores simultaneamente.

Células HaCaT

Os resultados das comparacOes realizadas sdo apresentados abaixo e
apresentados na Figura 22.
I. Comparacao HaCat pcDNA/HPV e pcDNA sem tratamento com mediadores
de inflamacdo, ndo houve diferenca significativa entre HaCat pcDNA/HPV e
pcDNA (p=0,31).
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[I. Comparacédo HaCat pcDNA/HPV sem e com tratamento com mediadores de
inflamagé&o, n&o houve diferenca significativa em migragéo nos tratamentos com
TGF-beta-1 (p=0,11). Diminuic¢édo significativa de migracao nos tratamentos com
IL-6 (p=0,003), TNF-a (p=0,001) e com os trés mediadores (p=0,001).
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Figura 22. Ensaio de migracéo da linhagem HaCat. Grafico com a média do nimero de células
em cinco fotomicrografias de cada triplicata. A. Migracdo de pcDNA e pcDNA/HPV sem
tratamento. B. pcDNA/HPV tratado com mediadores de inflamacdo. Dados s&o mostrados como
a média das triplicatas + SD (desvio padréo) pelo teste ANOVA (*p<0,05). As comparagdes estédo

representadas por chaves na figura.

Na linhagem HaCat, a presenca de E6/E7 nao alterou as taxas de

migracdo, ao contrario dos tratamentos com os mediadores de inflamacéo, que

reduziram essas taxas.
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Ensaio de invasao celular

Células SCC25:

Os resultados das comparacfes realizadas sdo apresentados abaixo e
apresentados na Figura 23.
I. Comparagéo SCC25 pcDNA/HPV e pcDNA sem tratamento com mediadores
inflamatorios mostrou SCC25 pcDNA com aumento significativo na capacidade
de invaséao (p=0,04).
[I. Comparagdo SCC25 pcDNA/HPV sem e com tratamento com mediadores
inflamatdrios mostrou aumento significativo de invasédo nos tratamentos com IL-
6 (p=0,022), TNF-a (p=0,003), TGF-beta-1 (p=0,002) e com os trés mediadores
(p=0,05).

Invasdo SCC25 pcDNA x pcDNA/HPV

*

numero de células

Invasdo SCC25 pcDNA/HPV *
[ * 1
[ * 1
[ * ]

Figura 23. Ensaio de invasdo com alinhagem SCC25. Gréfico com a média do niumero de células
em cinco fotomicrografias de cada triplicata. A. Invasdo de pcDNA e pcDNA/HPV sem tratamento.
B. pcDNA/HPV tratado com os mediadores de inflamagdo. Dados sdo mostrados como a média das
triplicatas + SD (desvio padréo) pelo teste ANOVA (*p<0,05). As comparacdes estao representadas
por chaves na figura.

Em resumo, a linhagem SCC25 contendo sequéncias virais mostraram

reducao de invasao quando comparadas ao controle contendo o vetor vazio. Um
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resultado oposto foi observado em presenca das sequéncias E6/E7: todos os

tratamentos com mediadores de inflamag&o aumentaram a invaséao.

Células HaCaT

Os resultados das comparacfes realizadas sdo apresentados abaixo e

apresentados na Figura 24.

I. Comparagao HaCat pcDNA/HPV e pcDNA sem tratamento com mediadores
inflamatdrios mostrou pcDNA com diminuicdo na capacidade de invasdo
(p=0,008).

[I. Comparacdo HaCat pcDNA/HPV sem e com tratamento com mediadores
inflamatérios mostrou aumento significativo na capacidade de invasdo no
tratamento com IL-6 (p=0,04) e TGF-beta-1 (p=0,007). Diminui¢do significativa

na capacidade de invasdo no tratamento com os trés mediadores (p=0,0001).

Invasdo HaCat pcDNA x pcDNA/HPV

numero de células

PCDNA Controle pcDNA/HPV Controle

Invasdo HaCat pcDNA/HPV *

1800 I * 1
1600 (S S— !

nimero de células

Figura 24. Ensaio de invaséo da linhagem HaCat. Grafico com a média do nimero de células em
cinco fotomicrografias de cada triplicata. A. Invasao de pcDNA e pcDNA/HPV sem tratamento. B.
pcDNA/HPV tratado com os mediadores de inflamag&o. Dados sdo mostrados como a média das
triplicatas + SD (desvio padréo) pelo teste ANOVA (*p<0,05). As comparacdes estao representadas

por chaves na figura.
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Em resumo, a presenca de E6/E7 aumentou as taxas de invasdo. O
aumento na capacidade invasiva também foi observado nessas células tratadas

com os mediadores de inflamacéo separadamente.

Avaliacdo da expressédo de marcadores de EMT

Quantificacao e avaliacdo da integridade do RNA das linhagens celulares

A extracdo de RNA por TRIzol e a sintese de cDNA foram realizadas com
sucesso para as linhagens celulares HaCat, SCC25 e FaDu. A integridade e a
qualidade do RNA mostraram-se excelentes, com valores de RIN (RNA integrity

number) entre 9 e 9.5.

Selecdo e desenho de iniciadores relacionados a transicdo epitélio-
mesenquimal (EMT)

Foram selecionados 50 genes a partir de extensa revisdo bibliografica
sobre marcadores de EMT em céancer. A Tabela 1 apresenta os 50 genes

selecionados e os iniciadores desenhados para sua amplificacao.

Os genes selecionados foram analisados pela ferramenta STRING (Search
Tool for the Retrieval of INteracting Genes/Proteins) e o resultado mostrou
interacdes fortes entre os genes, exceto o0 SNAI3, que apresentou-se a parte dos

demais (Figura 25).

Com o auxilio da ferramenta DAVID (Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery), os genes selecionados foram mapeados em vias
metabdlicas e processos bioldgicos. Dos 50 genes, 21 fazem parte da via do
cancer e os demais foram ligados a vias especificas, também importantes para
a tumorigénese e para EMT (Figura 26).

Em relacdo aos processos bioldgicos (Tabela 2), muitos genes mostraram
envolvimento na regulacdo de transcricdo e expressdo génica, processo de

apoptose, proliferacdo celular, migracéo e transi¢ao epitélio-mesenquimal.
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Tabela 1. Iniciadores para 50 genes relacionados a EMT e selecionados por reviséo da literatura

Sequéncia 5°-3 Sequéncia 5°-3
Iniciadores FOWARD Iniciadores FOWARD
REVERSE REVERSE
AKTL CATCACACCACCTGACCAAG PTK2 AACCAATGCATTTCCTGGAG
CTGGCCGAGTAGGAGAACTG TCCCATAAGCCCAGATTCAC
BMP7 TCCGGTTTGATCTTTCCAAG RACL CCCTTTGCAGGATGGAACTA
ATCCGGAACGTCTCATTGTC ATGGCAATGTGACTGGAACA
CDH1 TGGAGAGACACTGCCAACTG SERPINEL GTTCCTGCCTTTGCTGAGAC
CTCAAAATCCTCCCTGTCCA CCTGAAGCATCCCATCTGTT
CDH2 CCTGGAACGCAGTGTACAGA SMAD2 ACGATTGGTGATTTGGGTGT
TGGTTTGACCACGGTGACTA GTTATTGCCTGGGAAGCTGA
CDH3 GCGGAGACAGGCTATGAGTC SNAI3 AGCCCAGGTGAAGACAGAGA
AGTCAAACTGCCCACATTCC TGTAGGCGATCTGTGAGGTG
TCGGGTTTCCACACGTCTC GAGCATTTGCAGACAGGTCA
COLIAL AAGAGGAAGGCCAAGTCGAG | SNAIL 2/SLUG TTGGAGCAGTTTTTGCACTG
COL1A2 GCGGTGGTGGTTATGACTTT SNAILL TGTCTGCGTGGGTTTTTGTA
GGGTCTGAGAGAAGGTGCTG GGAGCTTCCCAGTGAGTCTG
COL3A1L CCAGGAGCTAACGGTCTCAG SOX10 ACACCAATCCCATCCACACT
CAGGGTTTCCATCTCTTCCA CCTCCCCAGGTTTTCTCTGT
COL5A2 CGGGAACACCAGGAAAAGTA SOX2 CTGGGCTCTGCCTTAAACAC
GGTTCCCCTACAGGACCATT GCCAAGACCCTGAAATGAAA
EGFR CCAGTGTGCCCACTACATTG SPARC ATGGAGTTGACCTCGGAGTG
CTTCCAGACCAGGGTGTTGT TAGGCGCCTCAGTCGTATCT
ERBB3 TGCAGTGGATTCGAGAAGTG STAT3 ACCCTTCAGACCCCAGTTCT
GGCAAACTTCCCATCGTAGA CAGCTAAGGCTGTTGGGAAG
ENL GATGCTCCCACTAACCTCCA ToM2 CCTGTGAGGAGGACGAACAT
CGGTCAGTCGGTATCCTGTT GGTTGAGGGTGTCTGAAGGA
FOXC2 GATCACCTTGAACGGCATCT TGEB1 ATCCAGGCATTTGAGACCAG
TTGACGAAGCACTCGTTGAG TCCAGAGTAGCTGGGACCAC
F7D7 CCACAGACTTAGCCACAGCA TGEB2 GCAGAGAGATGTTTGCACCA
CTACCGTGCCTCTCCTCTTG GGGGCTACAGGGGATACTGT
GSK3B AGCTTCCAACTCCACCTGAA TGFB3 CAGGGAGAAAATCCAGGTCA
CGTGACCAGTGTTGCTGAGT CAGGAGAGGGTTGATTTCCA
IL-6 ATGCAATAACCACCCCTGAC TIMP1 TTTTCAGAGCCTTGGAGGAG
AAAGCTGCGCAGAATGAGAT ACTGTTGGCTGTGAGGAATG
ILK GCTCAGGATTTTCTCGCATC TIMP2 CTATATCCTTCTCAGGCCCTTTG
TACGGCATCCAGTGTGTGAT AGAAGGAAGTGGACTCTGGAAAC
ITGB1 ATCCCAGAGGCTCCAAAGAT TNE TGTTCCTCCCACTACCCTTG
CTGGCTTGAGCTTCTCTGCT CACAGTGGGTGGTCTTGTTG
JAGL AAGGGGTGCGGTATATTTCC TWIST 1 CCACTGAAAGGAAAGGCATC
TCCCGTGAAGCCTTTGTTAC GTTTTGCAGGCCAGTTTGAT
MMP3 TGAAAGAGACCCAGGGAGTG VCAN TCGGGAACCAGATCTCTCAC
AGATGCCCACTTTGATGATG TCTGTCGATGGTGATGGTGT
MMP2 CCGTCAAAGGGGTATCCATC VEGE GGCCCAGCTGTAAGTTGGTA
AAGTCTGGAGCGATGTGACC CCTAGCGGTTTAGGGGAAAC
MMP9 ATTTCGACTCTCCACGCATC VIM GACTATGGCTACCGCTTTGC
TTGTGCTCTTCCCTGGAGAC CACTCTCGTAGGAGCCCTTG
NF-k3 CTGGAAGCACGAATGACAG WNT5A CAGGTTGCTCCTTCTTCCTG
CCTTCTGCTTGCAAATAGGCA TGCAGGAGCTGAGAGTCAGA
NOTCH1 TCCTCCCTATGATGCCAGTC ZEB1 CAGGTTGCTCCTTCTTCCTG
GTACTTGGCTCAGCCTCCAG TGCAGGAGCTGAGAGTCAGA
PDGFRE ATGTGGCCTGCTATGGATTC ZEB2 GACCTGGACGTGAAGGAAAA
ACACTGGAGACGCCCATATC GGCACTTGCAGAAACACAGA
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Figura 25. Andlise das interag6es dos 50 genes relacionados com EMT pela ferramenta String. Quanto
mais escuras e grossas as barras, maior a interagcdo entre os genes.

Vias - KEGG

H via do cancer

W proteoglicanas no cancer
W adesdo

1 via de sinalizacdo PI3K-AKT
B via de sinalizagdo Hippo

m infecgdo HTLV-I

B microRNAs no cancer

M via de sinalizagdo MAPK

M via de sinalizacdo TNF

B via de sinalizagdo TGF

Figura 26. Vias metabdlicas nas quais os 50 genes selecionados foram mapeados pela ferramenta
DAVID.
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Tabela 2. Processos bioldgicos, elaborados pela ferramenta DAVID com dados do Gene Ontology,
relacionados com os 50 genes selecionados para o trabalho

PROCESSOS BIOLOGICOS

GENES

Regulac¢éo da transcrigao
Negativa - RNA polimerase

Positiva - RNA polimerase

Positiva - DNA

FOXC2, NOTCH1, SOX2, SMAD2, SNAI2, SNAI1, STAT3, TGFB1, SNAI3, TNF, TWIST1,
VEGFA, ZEB1, ZEB2

AKT1, BMP7, EGFR, FOXC2, GSK3B, JAG1, IL6, NFKBIA, NOTCH1, SERPINE1, SOX2,
SOX10, SMAD2, STAT3, TGFB1, TNF, TGFB3, TWIST1, VEGFA, WNT5A, ZEB2, ZEB1
BMP7, CDH1, COL1Al, FOXC2, FZD7, IL6, ILK, NOTCH1, SMAD2, SNAI1, STAT3, SOX2,
TNF, TGFB3, TGFB1, WNT5A

Processo apoptotico
Regulac&o negativa

Regulagéo positiva

AKT1, EGFR, GSK3B, IL6, MMP9, NFKBIA, PDGFRB, PTK2, SOX10, STAT3, TGM2,
TIMP1, TWIST1, VEGFA, WNT5A
AKT1, BMP7, IL6, ITGB1, NOTCH1, PDGFRB, RAC1, TNF, TGFB3, TGM2, TGFB1

Proliferacao celular
Proliferagéo celular

Regulacéo negativa
Regulagé&o positiva
Regulacgéo da proliferacao epitelial
Regulacéo da proliferacéo celular

Crescimento celular

AKT1, EGFR, ILK, RAC1, STAT3, TGFB2, ZEB1
BMP7, IL6, NOTCH1, SMAD2, STAT3, TGFB3, TIMP2, TGFB1, TGFB2, ZEB1

EGFR, FN1, IL6, ILK, ITGB1, NOTCH1, PDGFR, PTK2, STAT3, TGFB1, TIMP1, TGFB2,
VEGFA,
EGFR, IL6, NOTCH1, TGFB1, TWIST1, VEGFA

ERBB3, JAG1, NFKBIA, PTK2, TNF, TGFB3
IL6, TGFB1, TGFB2, TGFB3

Organizagdo da matriz extracelular

CDH1, COL1A1, COL3AL, COL1A2, COL5A2, FN1, ITGB1, PTK2, SERPINE1, SPARC,
TNF, VCAN

Regulag@o positiva da expresséo génica

CDH3, ERBB3, FN1, IL6, STAT3, TNF, TGFB1, TGFB2, TWISTL, VIM, VEGFA

Migracao celular
Regulacéo da migracdo celular

Regulagé&o positiva

Migracéo celular

AKT1, JAGL, RAC1, TGFB1
COL1AL, EGFR, ILK, PDGFRB, PTK2, NOTCH1, SNAI2, SNAI1, TGFB1, VEGFA
CDH2, GSK3B, ITGB1, PDGFRB, SNAI1, TGFB1, TGFB2

Transigao epitélio-mesenquimal

Regulacgédo positiva
Transigdo epitélio-mesenquimal

COL1A1, NOTCH1, SMAD2, SNAI1, TGFB3, TGFB1, TGFB2, TWIST1
BMP7, GSK3B, NOTCH1, SNAI2, SNAI1, TGFB1, TGFB2, WNT5A

Via de sinalizagdo do TGF-beta-1

COL1A2, COL3AL, ITGB1, PTK2, SMAD2, TGFB3, TGFB1, TGFB2

Regulagéo negativa da via Wnt

CDH2, GSK3B, NOTCH1, SOX10, SOX2, SNAI2, WNT5A

Angiogénese

FN1, JAG1, MMP2, PTK2, SERPINE1, TGFB2, VEGFA

Adesao celular
Regulagédo positiva
Adeséo celular
Ades&o matriz- célula
Organizagéo da juncao célula-célula

Organizagao das juncdes aderentes

TGM2, TNF, VEGFA

CDH2, CDH3, COL1A1, FN1, RAC1, VCAN
COL3AL, ILK, ITGB1, RAC1

RAC1, TGFB3, TGFB1, TGFB2

CDH1, CDH2, CDH3

Regulagéo do formato celular

FN1, IL6, PTK2, VEGFA

Inflamacéo
Resposta inflamatéria

Regulacgéo positiva

AKT1, IL6, NFKBIA, RAC1, TNF, TGFB1
EGFR, SERPINE1, TGM2, WNT5A

Cicatrizacéo

CDH3, COL3Al, EGFR, ERBB3, FN1, IL6, PDGFRB, SPARC, TGFB2, TGFB3, TIMP1,
WNT5A

Via de sinalizagdo Wnt

CDH3, FZD7, GSK3B, SNAI2, WNT5A

Via de sinalizagdo Notch

FOXC2, JAG1, NOTCH1, SNAI2, TGFB1

Regulagéo positiva do NF-kappaB

IL6, NFKBIA, TGFB1, TNF, WNT5A
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Expressao dos genes relacionados a EMT

A analise de expressao dos 50 genes relacionados a EMT foi realizada nas
linhagens SCC25, HaCat e FaDu, nas condi¢cdes pcDNA (controle) e pcDNA/HPV com
e sem tratamento com mediadores de inflamacdo. Os mediadores foram adicionados
a cultura no seu inicio e sempre que o meio de cultivo foi substituido. Finalizado o
experimento, o RNA foi extraido e a andlise por PCR em tempo real foi realizada,
conforme previamente descrito.

Os resultados mostraram diferenca de expressdo para muitos dos genes
selecionados, especialmente no tratamento com os trés moduladores. Na verdade,
tanto nas células SCC25 como nas células HaCaT, na presenca ou auséncia do vetor
com os genes E6/E7, o maior nimero de genes com valores de expressao
significativamente aumentados ou reduzidos foi geralmente observado no tratamento
com TNF-a e TGF- ou com os trés moduladores simultaneamente (Figuras 27 e 28,
Tabelas 3 a 6). A analise do tratamento com moduladores evidenciou a importancia
de sua associacdo na inducdo da EMT, tanto em presenca como em auséncia de
HPV.

A linhagem FaDu transfectada com E6/E7, ao contrario de SCC25 e HacCat,
mostrou valores de expressao significativamente aumentados na presenca de TNF-a
e TGF-beta-1, bem como na presenca dos trés moduladores associados. As células
pcDNA e pcDNA/HPV também mostraram um perfil de expressao diferente quando
tratadas com IL-6: muitos genes com aumento ou diminuicdo de expressdo na

auséncia ou presenca de E6/E7, respectivamente (Figura 29, Tabelas 7 e 8).
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Figura 27. Valores de expressao relativa em logaritmo de base 2 dos genes relacionados a EMT.
A. Comparacéo da linhagem SCC25 pcDNA tratada com mediadores inflamatérios em relacdo as
células sem tratamento (calibrador). B. Comparagdo da linhagem SCC25pcDNA/HPV tratada com
mediadores inflamatérios em relacdo as células sem tratamento (calibrador). A linha pontilhada
representa os valores acima de 1 ou -1.
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Figura 28. Valores de expressao relativa em logaritmo de base 2 dos genes relacionados a EMT.
A. Comparacao da linhagem HaCat pcDNA tratada com mediadores inflamatérios em relagéo as células
sem tratamento (calibrador). B. Comparacao da linhagem HaCat pcDNA/HPV tratada com mediadores
inflamatérios em relacdo as células sem tratamento (calibrador). A linha pontilhada representa os
valores acima de 1 ou -1.
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Figura 29. Valores de expressao relativa em logaritmo de base 2 dos genes relacionados a EMT.
A. Comparagéo da linhagem FaDu pcDNA tratada com mediadores inflamatdrios em relacéo as células
sem tratamento (calibrador). B. Comparacédo da linhagem FaDu pcDNA/HPV tratada com mediadores
inflamatérios em relacdo as células sem tratamento (calibrador). A linha pontilhada representa os
valores acima de 1 ou -1.
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Tabela 3. Genes com expressao significativa (valores em log2) na linhagem SCC25 pcDNA tratada com IL-
6, TNF-a, TGF-beta-1 ou com os trés medidadores associados em relacdo a SCC25 pcDNA sem tratamento
(calibrador)

Expresséao IL-6 TNF-a TGF-beta-1 IL-6+TNF-a+TGF-beta-1
gene log2 gene log2 gene log2 gene log2
Elevada SNAI2 1,009108 AKT1 1,133024 CDH2 2,751483 CDH1 2,949736
BMP7 1,525426 COL1A1 2,764194 CDH2 2,869132
CDH2 1,021114 COL1A2  1,488946 FN1 7,373756
CDH3 1,362165 COL5A2 1,994728 IL6 1,338751
FN1 3,876675 FN1 4,591006 ITGB1 1,164099
ITGB1 1,37187 IL6 1,172743 JAG1 2,321533
MMP9 5611664  JAG1 1,871693 MMP2 2,16228
PTK2 1,014676 MMP2 1,811185 MMP9 11,45982
RAC1 1,617292 MMP9 3,72394 SERPINE1 3,73688
SERPINE1 3,295614 SERPINE1 1,534313 SNAIL 1,365335
SNAI1 1,059937 SNAI2 2,183937 SNAI2 2,662238
SNAI2 1,376118  TGFB2 1,050515 SOX10 1,438564
SOX10 1,093328  VIM 1,479548 SPARC 1,798142
STAT3 1,160357 TGFB1 2,431588
TGFB1 1,48519 TIMP1 2,478004
TGFB2 2,512936 TIMP2 2,059996
TGM2 2,043251 TNF 2,515481
TIMP1 1,108779 VEGFA 1,3545
TIMP2 1,220219 VIM 4,51015
TNF 2,83271 ZEB1 1,980823
VIM 3,060982
Reduzida MMP2 -1,20236 COL1A2 -1,39668 BMP7 -1,44429 BMP7 -3,33059
NFKBIA -1,45975 ERBB3 -1,03993 MMP3 -2,67544 MMP3 -2,10288
NOTCH1  -1,06586 VCAN -1,65291 NFKBIA -1,6513 NOTCH1 -1,84044
PDGFRB  -1,42585 NOTCH1  -2,18627 PDGFRB -1,87577
PTK2 -1,06588 PTK2 -1,68095 SMAD2 -1,04948
RAC1 -1,02719 SMAD2 -2,45853 SNAI3 -1,60981
SERPINE1 -2,75902 SNAI3 -3,45441 SOX2 -2,20814
SMAD2 -1,19068 STAT3 -1,25 ZEB2 -2,5186
SNAI3 -1,95524
SPARC -1,48034
TIMP1 -1,31704

VIM 1,16988
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Tabela 4. Genes com expresséo significativa (valores em log2) dn linhagem SCC25 pcDNA/HPV tratada com
IL-6, TNF-a, TGF-beta-1 ou com os trés mediadores associados em relacdo a SCC25 pcDNA/HPV sem
tratamento (calibrador)

Expresséao IL-6 TNF-a TGF-beta-1 IL-6+TNF-a+TGF-beta-1

gene log2 gene log2 gene log2 gene log2

Elevada NOTCH1 1,532714 PTK2 1,764669 FN1 2,788002 CDH1 3,539025
PDGFRB  1,003568 RAC1 2,982365 MMP9 2,569721 CDH2 2,014869

RAC1 1,722294 SERPINE1 3,846933 PTK2 1,562469 FN1 4,574783

SERPINE1 1,052182 SMAD2 2,212166 RAC1 1,555278 ITGB1 1,051874

SNAI3 1,825738 SNAI3 2,372331 SERPINE1 4,782804 JAG1 2,077415

SOX10 1,510151 SNAI3 1,868371 MMP2 2,487083

MMP9 7,814249

NOTCH1  1,369614
PTK2 3,032049
RAC1 2,629968
SERPINE1 7,563163
SMAD2 2,789053

SNAI3 3,771049
Reduzida ILK -1,36652 BMP7 -1,65495 BMP7 -2,92318 BMP7 -3,06894
COL1A2 -1,16874 ERBB3 -1,21264 MMP3 -1,2772
GSK3B -1,05297 FOXC2 -1,26178 SNAIL -2,41542
MMP3 -3,41385 GSK3B -1,57792 SOX2 -5,61362
SOX2 -2,30141 IL6 -1,50086 SPARC -1,98997
TGFB3 -1,35878 ILK -1,30075 STAT3 -3,23789
TIMP1 -1,02917 MMP2 -1,68763 TGFB1 -2,42075
TNF -1,18289 MMP3 -4,72621 TGFB2 -1,9678
VCAN -2,86511 NFKBIA -1,3193 TGFB3 -3,3631
VEGFA -1,7763 SNAIL -1,88514 TGM2 -2,75436
WNT5A -1,07642 SOX10 -1,32013 TIMP1 -3,09468
SOX2 -4,43618 TIMP2 -1,13087
STAT3 -2,04964 TNF -1,73253
TGFB1 -2,22687 TWIST1 -2,25945
TGFB2 -1,77153 VCAN -1,00294
TGFB3 -2,6678 VEGFA -2,26527
TGM2 -2 VIM -3,79057
TIMP1 -2,18886 WNT5A -3,71644
TIMP2 -1,45508 ZEB1 -1,02932
TNF -3,0117 ZEB2 -1,52102
TWIST1 -2,18595
VCAN -2,83307
VEGFA -2,69378
VIM -1,59425

WNTS5A -2,86158
ZEB2 -2,0401
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Tabela 5. Genes com expressao significativa (valores em log2) na linhagem HaCat pcDNA tratada com
IL-6, TNF-a, TGF-beta-1 ou com os trés mediadores associados em relacdo a HaCat pcDNA sem
tratamento (calibrador)

Expresséao IL-6 TNF-a TGF-beta-1 IL-6+TNF-a+TGF-beta-1
gene log2 gene log2 gene log2 gene log2
Elevada CDH1 2,211013 CDH1 2,477256 CDH1 3,633141 AKT1 1,665223
CDH2 1,175803 CDH2 2,553339 CDH2 5,765202 CDH1 3,639495
COL1A1 1,878547 COL1A1 1,054344 CDH3 2,023053 CDH2 4,706223
MMP3 1,151684 FN1 1,388705 COL1A1  8,355958 CDH3 2,262988
SNAIL 2,255695 MMP3 2,094907 FN1 7,797286 COL1A1l  5,690665
SNAI2 1,40943 MMP9 7,155114 FzD7 1,495437 FN1 7,956232
SOX10 2,346174 RAC1 1,796998 GSK3B 1,607578 FzD7 1,629318
SOX2 1,696195 SOX10 1,528516 ILK 1,818448 GSK3B 2,384663
SPARC 4,635197 TNF 3,319924 ITGB1 2,825621 ILK 2,750174
STAT3 1,453784 VEGFA 1,86404 JAG1 1,925824 ITGB1 3,55996
TGFB1 1,092703 MMP2 2,950668 JAG1 2,828519
TGFB3 1,393258 MMP3 2,218787 MMP2 3,908206
TGM2 1,899875 MMP9 6,437157 MMP3 3,266723
TIMP2 1,014343 SERPINEL 5,711776 MMP9 13,61472
TNF 2,161204 SMAD2 1,310162 NFKBIA 1,366007
TWIST1 1,560184 SNAIL 3,923637 PTK2 1,676364
VCAN 2,911423 SNAI2 4,281993 RAC1 2,433994
VEGFA 1,441582 SOX10 2,304727 SERPINE1 6,736712
VIM 1,178403 SPARC 4,790869 SMAD2 2,641682
ZEB1 1,969553 STAT3 2,190605 SNAI1 6,406223
TGFB1 1,379102 SNAI2 2,762372
TGFB2 3,65085 SOX10 1,029446
TGFB3 1,904885 SPARC 4,227486
TGM2 2,853034 STAT3 1,6649
TIMP1 2,254848 TGFB2 2,656295
TIMP2 2,587839 TGFB3 2,078064
TWIST1 1,847453 TGM2 2,981407
VCAN 4,546337 TIMP1 2,279321
VEGFA 2,573481 TIMP2 2,472837
VIM 4,261949 TNF 5,751401
WNT5A 4,670581 VCAN 2,273123
ZEB1 3,456544 VEGFA 4,167912
ZEB2 1,290199 VIM 4,265217
WNT5A 3,46829
ZEB1 3,58707
ZEB2 2,605551
Reduzida  BMP7 -1,13238 BMP7 -3,24342 BMP7 -3,211 BMP7 -4,02528
EGFR -1,71432 COL5A2  -1,66202 NOTCH1  -2,1066 NOTCH1  -1,71054

Continuacao
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ILK
MMP9
NOTCH1
PTK2
SNAI3

-2,71047
-5,2052

-1,13977
-1,28019
-1,97061

EGFR
MMP2
NOTCH1
PDGFRB
SNAI3
SOX2
STAT3
TGFB1
TGFB3
TIMP1
TIMP2
VIM

-1,23041
-1,34462
-1,67377
-2,25533
-3,62757
-1,8197

-1,18095
-1,86061
-1,47655
-2,37519
-1,0839

-2,47758

SOX2

-1,72012

SOX2

-1,34925
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Tabela 6. Genes com expressao significativa (valores em log2) na linhagem HaCat pcDNA/HPV tratada
com IL-6, TNF-a, TGF-beta-1 ou com os trés mediadores associados em relacdo a HaCat pcDNA/HPV

sem tratamento (calibrador)

Expresséao IL-6 TNF-a TGF-beta-1 IL-6+TNF-a+TGF-beta-1
gene log2 gene log2 gene log2 gene log2
Elevada SOX10 3,890451 CDH1 1,121115 CDH1 1,581448 AKT1 1,281491
SOX2 1,171638 IL6 1,844477 CDH2 1,895093 CDH1 1,3166
VEGFA 1,146722 MMP9 2,776858 CDH3 2,32795 CDH2 2,55356
SOX10 4,271603 COL1A1  1,86438 CDH3 1,935471
STAT3 1,893146 FN1 5,433198 COL1A1  1,046305
TGFB2 1,137243 IL6 1,323732 COL1A2 1,785399
TIMP1 1,27497 ITGB1 2,064929 FN1 7,312496
TNF 4,004443 JAG1 1,263644 IL6 2,957184
VCAN 1,493745 MMP2 3,70428 ILK 1,222066
MMP9 6,784286 ITGB1 2,975246
SERPINE1 7,951391 JAG1 2,015132
SNAI2 1,462224 MMP2 3,323111
SOX10 6,376459 MMP3 2,097455
VIM 1,284983 MMP9 11,60803
WNT5A 1,135517 PTK2 1,694412
RAC1 1,651384
SERPINE1 8,681353
SMAD2 1,927666
SNAIL 3,191349
SNAI2 2,984921
SOX10 5,469009
STAT3 2,668455
TGFB1 1,282717
TGFB2 2,44238
TIMP1 2,532283
TIMP2 1,178507
TNF 5,096301
TWIST1 1,386181
VIM 5,205512
WNT5A 2,98936
ZEB1 3,335587
Reduzida  FzD7 -1,80158 BMP7 -1,97824 BMP7 -2,38703 BMP7 -5,92978
PDGFRB  -1,83842 EGFR -2,16803 COL5A2 -1,21365 COL5A2 -2,87394
SMAD2 -1,60003 JAG1 -1,92715 EGFR -3,22905 NOTCH1  -1,22811
SNAI3 -1,75327 NOTCH1  -1,48148 MMP3 -2,10298 SOX2 -4,47856
TIMP1 -1,347 SMAD2 -1,23313 NFKBIA -1,12712
SOX2 -1,40156 NOTCH1  -2,36249
SOX2 -5,1456

Continuacao
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SPARC
TGFB3
TIMP2

-1,5449
-1,87148
-2,15643
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Tabela 7. Genes com expresséo significativa (valores em log2) na linhagem FaDu pcDNA tratada com
IL-6, TNF-a, TGF-beta-1 ou com os trés mediadores associados em relacdo a FaDu pcDNA sem

tratamento (calibrador)

Expresséao IL-6 TNF-a TGF-beta-1 IL-6+TNF-a+TGF-beta-1
gene log2 gene log2 gene log2 gene log2

Elevada SNAI1 1,92582 IL6 1,948294 CDH2 1,280965 MMP9 7,455555
SNAI2 1,774775 MMP3 1,891828 ERBB3 1,197802 SERPINE1 2,339629
SOX2 2,220382 MMP9 3,940629 MMP9 2,15735 TNF 3,289952
SPARC 2,623297 TNF 3,754079 SNAIL 1,39265 VEGFA 1,122355
STAT3 1,342768 VEGFA 2,370401 SNAI2 1,271227 VIM 2,156931
TGFB2 2,116891 VIM 2,638532 TGFB2 1,198334 ZEB1 1,036992
TGFB3 1,562381 ZEB2 1,254016  TWIST1 1,369679 ZEB2 1,179419
TIMP1 1,929821 VCAN 1,086433
TIMP2 1,275394 VIM 3,110942
TWIST1 1,961947 ZEB2 1,483797
VCAN 2,299823
VEGFA 2,271296
VIM 3,659944
ZEB2 1,957146

Reduzida  MMP2 -2,1273 COL1A2  -2,34279 PTK2 -1,43926 NOTCH1  -1,11622
MMP3 -1,33258 COL5A2 -1,36583 SNAI3 -2,2231 SOX10 -3,81323
MMP9 -1,18119 NOTCH1 -2,73941 SOX10 -1,00519 SOX2 -3,29676
NOTCH1  -1,2108 SOX10 -3,50456 SOX2 -1,04112 SPARC -1,30075
RAC1 -1,15505 SOX2 -1,41189 SPARC -1,20367 STAT3 -1,14004
SERPINE1 -1,80892 SPARC -1,31694 TGFB1 -1,42496 TGFB2 -1,35505
SMAD2 -1,47247 WNT5A -1,50266 TGM2 -1,0874 TGFB3 -1,53552
SNAI3 -1,28355 TIMP1 -1,70353
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Tabela 8. Genes com expressao significativa (valores em log2) na linhagem FaDu pcDNA/HPV tratada
com IL-6, TNF-a, TGF-beta-1 ou com os trés mediadores associados em relagdo a FaDu pcDNA/HPV
sem tratamento (calibrador)

Expresséao IL-6 TNF-a TGF-beta-1 IL-6+TNF-a+TGF-beta-1
gene log2 gene log2 gene log2 gene log2
Elevada MMP2 1,233238 IL6 1,962358 MMP2 1,858212 CDH2 1,069257
ITGB1 1,369642 MMP9 3,099018 IL6 1,418715
MMP2 1,873156 SERPINE1 1,705896 MMP2 2,241776
MMP3 1,999241 SNAIL 1,895739 MMP9 9,358224
MMP9 6,02565 SOX10 1,674821 SERPINE1 3,684415
NFKBIA 1,619398 SOX2 1,605625 SMAD2 1,034096
SERPINE1 2,145003 SPARC 3,322536 SNAI3 1,558142
SMAD2 1,844694 STAT3 1,985821 SNAI1 1,303991
SNAIL 1,453181  TGFB1 2,266779 SNAI2 1,478149
SNAI2 2,472854  TGFB2 2,267398 SOX10 1,591132
SOX10 2,470499 TGFB3 1,968235 SPARC 1,022856
SOX2 1,616115  TGM2 1,543823 TGFB1 1,618905
SPARC 3,830597  TIMP1 2,340811 TGFB2 1,145741
TGFB1 2,236033 TIMP2 1,802228 TIMP1 1,362642
TGFB2 2,721853  VCAN 2,20388 TNF 5,542373
TGFB3 1,975957  VEGFA 1,010671 VCAN 1,450336
TGM2 2,036442  VIM 4,947272 VIM 4,673248
TIMP1 2,282913  WNT5A 1,53525 ZEB1 1,990836
TIMP2 2,587592  ZEB1 1,139873 ZEB2 1,880234
TNF 5,728461
VCAN 2,189151
VEGFA 1,618014
VIM 5,516342
WNT5A 1,496232
ZEB1 2,443985
ZEB2 1,990442
Reduzida  PTK2 -1,60471 PDGFRB  -1,87146 CDH1 -1,69608
RAC1 -1,22042 STAT3 -1,08078 FOXC2 -1,19325
SNAI3 -1,38788
SOX10 -6,29333
STAT3 -1,28967
TIMP2 -1,06257
VEGFA -2,58301
ZEB2 -1,62901
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DISCUSSAO

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco € um grupo de neoplasias
observado geralmente no contexto de inflamacéo crénica e que apresenta entre seus
fatores etiologicos a infecgéo por HPV.

Em uma infeccdo persistente, o HPV precisa bloquear uma resposta imune
efetiva contra ele. Esse bloqueio é traduzido em regulagcédo de moléculas presentes na
superficie de células do sistema imune ou de moléculas soluveis indutoras de
proliferagcdo (Woodby et al., 2016). Apesar de ser imunossupressora, a infecgdo por
HPV é também moderadamente inflamatoria e, no caso de carcinoma de colo de utero,
essa inflamacdo aumenta durante a progressdo das lesfes (Castle et al., 2001).
Portanto, o virus precisa suprimir a resposta imune, mas provavelmente desfruta das
atividades de proliferacdo desencadeadas pelo hospedeiro (Woodby et al., 2016).

No presente estudo, as sequéncias virais E6 e E7 associadas a transformacao
celular foram inseridas em células de duas linhagens de CECP originalmente nao
infectadas por HPV e de uma linhagem de queratinécitos normais, que foram
posteriormente tratadas com mediadores de inflamag&o. Assim, foi criado in vitro um
ambiente com algumas das caracteristicas do processo inflamatorio que ocorre in
vivo, e nesse ambiente foi avaliado o comportamento de células neoplasicas e
normais contendo sequéncias virais. Os principais parametros observados foram
alteracdes de morfologia, proliferacdo, viabilidade, comportamento migratério e
invasivo e perfil de expressao de genes associados a transi¢ao epitélio-mesenquimal,
que é um conjunto de eventos ligados a progressao neoplasica.

A presenca das sequéncias E6/E7 aparentemente induziu a formacéo de ilhas
com densidade celular elevada na cultura de queratinécitos normais (HaCat) e uma
mudanca de morfologia das células de carcinoma oral (SCC25), com a aquisicdo de
um aspecto intermediario entre o epitelial e o fibroblastéide. Achados similares nédo
foram observados na linhagem de carcinoma de hipofaringe (FaDu).

As células SCC25 contendo sequéncias virais mostraram aumento de
proliferacéo e viabilidade quando comparadas ao controle contendo o vetor vazio, mas
exibiram reducdo de ambos os parametros quando tratadas com todas os mediadores

de inflamacgao simultaneamente ou com cada um deles, exceto com IL-6.
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Os queratindcitos normais transfectados com sequéncias virais mostraram um
padrao um pouco diferente, com reducédo de proliferacdo e viabilidade quando
comparados com o controle contendo o vetor vazio e na maioria dos tratamentos com
mediadores de inflamacéo, exceto no caso de IL-6 ou TNF-a. De acordo com os dados
da literatura, seria esperado aumento de proliferacdo em presenca dos genes virais
E6 e E7, considerando a inibicdo de p53 por E6 e de pRB por E7 (Moody e Laimins,
2010). Entretanto, o estudo de Kaczkowski e col. (2012) (Kaczkowski et al., 2012)
também detectou crescimento e Vviabilidade reduzidos em células HaCaT
transfectadas com genomas de HPV11, 16 e 45 em comparagdo com seu controle
contendo o vetor vazio. Os autores concluiram que essa reducédo do crescimento pode
ser resultado da ativacdo do programa de apoptose celular em resposta a infeccao
viral.

Os dados acima sugerem que as sequéncias E6/E7 do HPV 16 aumentam a
proliferacdo e a viabilidade de células ja neoplasicas, mas nao de células normais na
condicao in vitro. Os mediadores de inflamacg&o parecem levar a reducdo de ambos
0s parametros nos dois tipos celulares. Um destaque deve ser feito para a IL-6 que,
ao contrario dos outros mediadores, induziu proliferacdo e aumentou viabilidade. Este
resultado é explicado pelo fato da IL-6, apds ligacdo com seu receptor, ativar vias de
sinalizacdo - JAK/STAT, PI3K/AKT e Ras/MAPK — que regulam proliferagdo, como
referido por varios autores (Ataie-Kachoie et al., 2014; Eichten et al., 2016; Jones e
Jenkins, 2018). IL-6 também pode ativar a via do receptor do fator de crescimento
epidérmico EGFR e a via STAT3 independente da quinase Src (Stabile et al., 2017).

Existem evidéncias da literatura mostrando o papel oncogénico de IL-6 em
diversos tipos de cancer (Guo et al., 2012; Nagasaki et al., 2014; Rodon et al., 2014).
Em CECP, niveis elevados de IL-6 no soro tém sido associados com prognostico
sombrio (Guo et al., 2012), enquanto niveis baixos foram relacionados com doenca
estavel e maior sobrevida global (Stabile et al., 2017).

Niveis baixos de transcritos da IL-6 também foram observados em pacientes
HPV positivos que, de acordo com a literatura (Fung et al., 2017), possuem melhor
prognéstico. Segundo Guerrera e col. (2014), a regulacéo de IL-6 € provavelmente
modulada pelas proteinas E6 e E7 e pode contribuir para o escape a resposta imune
em pacientes HPV positivos (Guerrera et al., 2014).

Yadav e col. (2011) observaram em linhagens de carcinoma de cabeca e
pescoco a indugéo de EMT por IL-6 via STAT3/SNAIL (Yadav et al., 2011). O mesmo
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efeito foi identificado por Shen e col. (2017) (Shen et al., 2017) em células de
carcinoma colorretal, um efeito que foi revertido por inibidores de IL-6 (Gyamfi et al.,
2018). Entretanto, esse resultado ndo € restrito a IL-6, tendo sido detectado em
linhagens celulares de diversos tipos de carcinoma por acao de ligantes TGF-betas e
BMPs via SMADs (Ramachandran et al., 2018).

A IL-6 é considerada um potencial biomarcador de resisténcia a drogas (Stanam
et al., 2015; Gao et al., 2016). A ativacdo da via IL6/JAK/STAT3 por um mecanismo
de feedback tem sido referida para explicar a falha em resgatar pacientes com CECP
gue mostraram resisténcia a terapia (Sen et al., 2009). Yun e col. (2018) (Yun et al.,
2018) propuseram outro feedback IL-6/MAPK/ERK, que resulta na resisténcia a
inibidores de PI3K em células de CECP.

Em relacdo a comportamento migratdrio e invasividade, as células neoplasicas
SCC25 contendo sequéncias virais mostraram redugdo de migragdo quando
comparadas ao controle contendo o vetor vazio. Estas células, bem como as normais,
também exibiram um efeito moderado na reducdo de migracdo em alguns tratamentos
com mediadores de inflamacédo. Em relacdo a caracteristica de invasividade de células
normais ou neoplasicas transfectadas com sequéncias E6/E7, a maioria dos
tratamentos com mediadores de inflamagdo aumentou as taxas de invaséo. Estes
achados sugerem a participacdo do ambiente inflamatério na capacidade
invasiva/metastatica de CECP em presenca de infeccdo por HPV, o que poderia
explicar em parte o fato dos portadores de tumores HPV positivos terem uma doenca
avancada ao diagndstico do ponto de vista de metastases linfonodais (Buckley et al.,
2018).

No presente trabalho, a andlise de expressdo de transcritos focou genes
relacionados com a transicao epitélio-mesenquimal. Pela ferramenta String, os genes
selecionados mostram fortes interagfes, exceto o SNAI3 que também exibiu um perfil
de expressao distinto dos demais marcadores de EMT. A ferramenta DAVID
identificou as vias metabdlicas deste conjunto de genes, incluindo as vias de
mediadores de inflamagcdo TNF-a e TGF-beta (Balkwill, 2009; Ikushima e Miyazono,
2010) e a via de sinalizacdo de quinases Hippo (Harvey et al., 2013), além de suas
conexdes com efetores MAPK, PI3K-AKT, beta-catenina, SMADs, TCF/LEF, ja citados
previamente. Muitos processos bioldgicos estao relacionados a estas vias. Além da
transicao epitélio-mesenquimal, que foi o termo utilizado para sele¢do desses genes,

0s processos ligados aos genes selecionados compreendem regulacdo de expressao
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génica, apoptose, proliferacéo, organizacédo de matriz extracelular, migracdo, adeséao,
inflamagé&o, entre outros.

Na analise geral de expressao de transcritos, pode ser observado que as células
SCC25 mostraram um grande numero de genes com aumento/diminuicdo de
expresséo principalmente nos tratamentos com TNF-a, TGF-beta e com os trés
mediadores de inflamag&o simultaneamente, independentemente do status HPV. O
menor efeito foi observado em presenca de IL-6. Resultados similares foram
observados para a HaCaT, mas diferiram bastante dos obtidos para a linhagem FaDu.
Esta ultima mostrou principalmente genes com aumento de expressao em presenca
de sequéncias EG6/E7 nos tratamentos com TNF-a, TGF-beta e com os trés
mediadores de inflamacdo simultaneamente. O tratamento com IL-6 induziu a
expressao em muitos genes na condicdo vetor vazio e diminuicdo de expressao na
presenca de E6/E7. Confirmando o que foi observado em proliferacéo e viabilidade, o
efeito da IL-6 no padréo de expressao dos genes selecionados diferiu do efeito de
outros mediadores nas células estudadas.

Na analise especifica dos resultados de PCR em tempo real, foi observado que
o tratamento das células controles SCC25 com mediadores de inflamacao resultou
em elevacao de genes envolvidos em EMT - SNAI1, SNAI2, VIM, ZEB1, e a reducéo
de expressédo de outros genes destas familias (SNAI3, ZEB?2). Essas células, com os
mesmos tratamentos e na presenca das sequéncias virais, mostraram reducao de
expresséo de SNAI1, TWIST1, VIM, ZEB1, ZEB2 e de muitos outros genes envolvidos
em EMT (BMP7, GSK3B, TGFB1, TGFB2, TGFB3, WNT5A) e resposta inflamatoria
(IL6, NFKBIA, TNF, TGFB1, TGM2, WNT5A), sugerindo que a infeccéo pelo virus em
células neoplasicas da cavidade oral podem restringir a resposta inflamatoria e EMT.
Nestas células, a reducdo de expressdo de genes relacionados com migracao
(GSK3B, ILK, SNAI1, TGFB1, TGFB2, VEGFA) e aumento de expressao de E-
caderina (CDH1) concordam com os resultados dos estudos funcionais obtidos pelo
presente trabalho, que ndo identificaram um efeito relevante em migracdo na presenca
de mediadores de inflamagcédo e na presenca/auséncia de E6/E7. Diferentemente,
Cohen e col. (2015) (Cohen et al., 2015), apds tratamento de células de cancer de
mama com IL-6, TNF-a e TGF-B, observaram aumento de migracdo, mesmo na
presenca de niveis altos de E-caderina.

O tratamento das células controles FaDu com mediadores de inflamagéo
resultou em elevacdo de SNAI1, SNAI2, TWIST1, VIM, ZEB1, ZEB2, concordando
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com os resultados de Yu e col. (2013) (Yu et al., 2014), que também observaram
inducdo de marcadores de EMT, como VIM, em FaDu tratadas com TNF-a. Com os
diferentes tratamentos, mas na presenca das sequéncias virais, as células FaDu
mostraram aumento de expressao de muitos genes envolvidos em EMT (SMAD2,
SNAI1, SNAI2, TGFB1, TGFB2, TGFB3, VIM, ZEB1, ZEB2, WNT5A), resposta
inflamatéria (IL6, NFKBIA, SERPINE1, TGFB1, TGM2, TNF, WNT5A) e migracao
(CDH2, ITGB1, SNAI1, SNAI2, TGFB1, TGFB2, VEGFA), sugerindo que a infeccao
pelo virus em células neoplasicas da hipofaringe, ao contrario de cavidade oral, deve
induzir resposta inflamatéria e EMT. Realmente, ja foram identificados em amostras
de tumores primarios de cabeca e pescog¢o por técnicas imuno-histoquimicas a
associacdo de infeccdo por HPV e fendtipo EMT (positividade para vimentina e/ou
reducdo de E-caderina) (Hatakeyama et al., 2014; Wakisaka et al., 2015).

O perfil de expressdo dos queratindcitos normais HaCat controles ou em
presenca de E6/E7 tratados com mediadores de inflamacéo foi similar ao observado
nas células FaDu, com aumento de niveis de transcritos envolvidos em EMT, resposta
inflamatoria e migracéo, o que esta de acordo novamente com 0s ensaios funcionais
realizados.

Esses resultados obtidos em FaDu e HaCat sdo semelhantes ao padréo
observado em células de cancer de pulméo transfectadas com E6 e E7 de HPV 16,
um padrdo que incluiu alteracdes morfologicas do tipo EMT, niveis reduzidos de
marcadores epiteliais e niveis aumentados de marcadores mesenquimais e de
transcritos dos genes SNAIL, SNAI2, TWIST1 e ZEB1 (Liu et al., 2018).

A analise de expressao génica em SCC25, FaDu e HaCat sugere, portanto, que
a inducao da transicao epitélio-mesenquimal em presenca de processos inflamatorios
parece ser dependente do sitio anatdbmico de origem e, conseqguentemente, das
caracteristicas intrinsecas das células analisadas. A reprogramacdo de vias
metabdlicas de uma célula durante o processo de transformagdo neoplasica
provavelmente segue o perfil observado no tecido normal de origem (Hu et al., 2013),
embora cada situacdo deva ser influenciada pelas demandas impostas por mutagbes
ligadas a tumorigénese (Kim et al., 2018).

Puram e col. (2017) (Puram et al., 2017), na analise do transcriptoma de célula
Unica de CECPs priméarios, obtiveram resultados que indicam a existéncia de um
processo EMT parcial (p-EMT), com regulacdo positiva de certos genes

mesenquimais e moderacéo do programa epitelial. Os autores propdem um continuum
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de etapas para a p-EMT, o que permite explicar fen6tipos com capacidade invasiva,
mas ndo migratoria, e com expressao parcial do conjunto de marcadores de EMT.
Realmente, alguns autores ndo observaram associacdo significativa entre EMT e
status HPV (Lefevre et al., 2017), como foi visto nas células SCC25/HPV no presente
estudo.

Como revisto por Tanaka e col. (2018) (Tanaka e Alawi, 2018), a infeccao por
HPV é um fator de risco significativo para o desenvolvimento de carcinoma
epidermdide de orofaringe, cuja incidéncia tem aumentado significativamente nas
Gltimas duas décadas. A preferéncia do virus pela orofaringe ainda ndo estd bem
esclarecida, mas h& a sugestdo de que o epitélio das criptas tonsilares € mais
susceptivel para infeccbes HPV transformantes (Leemans et al., 2018). Esta
susceptibilidade pode ser decorrente do fato do epitélio das tonsilas palatinas (e da
lingua) possuir expressao elevada de PD-1 (programmed cell death protein 1), uma
proteina de superficie da familia das imunoglobulinas que suprime a reposta da célula
T ao HPV e cria um sitio favoravel para infeccéo e propagacéo viral (Tanaka e Alawi,
2018). Recentemente, terapia com alvo em PD1 — PD1 ligante foi aprovada para
CECP (Havel et al., 2019).

A importancia do presente trabalho foi a analise das relagdes entre HPV, EMT e
inflamacé&o nos tumores de cabeca e pesco¢co com resultados mostrando respostas
celulares diferentes a presenca de sequéncias virais e a importancia do ambiente
inflamatorio no tipo destas respostas em células neoplasicas de subsitios anatémicos
distintos. Os resultados abrem perspectivas de estudo sobre a transicdo epitélio-

mesenquimal parcial durante a progressao tumoral.
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CONCLUSAO

e A presenga das sequéncias E6/E7 do HPV 16 modifica a morfologia de
linhagens de queratindcitos normais e de células de carcinoma oral.

e A presenca das sequéncias E6/E7 do HPV 16 induzem aumento de
proliferacdo e viabilidade em células de carcinoma oral e efeito inverso
quando também tratadas com os mediadores de inflamacéo IL-6, TNF-a,
TGF-beta simultaneamente ou com cada um deles, exceto com IL-6.

e A presengca das sequéncias E6/E7 do HPV 16 induzem redugédo de
proliferacdo e viabilidade em queratindcitos normais e os tratamentos com
mediadores de inflamacéo, exceto com IL-6 ou TNF-a, ndo modificam os
efeitos das sequéncias virais.

e A presenca das sequéncias E6/E7 do HPV 16 reduz o comportamento
migratorio da linhagem SCC25 na auséncia ou na presenca de mediadores
de inflamacéo.

e A presenca das sequéncias E6/E7 do HPV 16 reduz o comportamento
migratorio de queratindcitos normais na presenca de mediadores de
inflamacé&o.

e Os tratamentos com mediadores de inflamagcdo aumentaram as taxas de
invasdo em células SCC25 na presenca das sequéncias E6/E7 do HPV 16.

e A presenca das sequéncias E6/E7 do HPV 16 aumentou as taxas de invasao
em queratindcitos normais na auséncia ou na presenca de tratamento com
os mediadores de inflamacéo IL-6, TNF-a, TGF-beta isoladamente.

e A presenca das sequéncias E6/E7 do HPV 16 em associacdo ou nao com
mediadores de inflamacdo reduz a expressdo de marcadores de EMT,
migracao e resposta inflamatoria em células neoplasicas da cavidade oral.

e A presenca das sequéncias E6/E7 do HPV 16 em associacdo ou nao com
mediadores de inflamagdo induz a expressdo de marcadores de EMT,
migracao e resposta inflamatoria em células neoplasicas da hipofaringe e em
gueratindcitos normais.

e O efeito da citocina IL-6 no padrdo de expressao dos marcadores de EMT

diferiu do efeito de outros mediadores de inflamacé&o nas células estudadas.
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Os resultados do presente trabalho sugerem que a infeccao pelo virus em
células neoplasicas da hipofaringe, ao contrario de cavidade oral, induzem
uma resposta inflamatoria e EMT.

A inducdo da transicdo epitélio-mesenquimal em presenca de processos
inflamatorios parece ser dependente do sitio anatbmico de origem e,
consequentemente, das caracteristicas intrinsecas das células analisadas.
A identificacdo de fenétipos com capacidade invasiva, mas ndo migratoria, e
com expressao parcial do conjunto de marcadores de EMT pode representar
transicéo epitélio-mesenquimal parcial.

Mediadores inflamatérios provavelmente aumentam a capacidade

invasiva/metastéatica de CECP em presenca de infec¢céo por HPV.
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Human kallikrein-related peptidases (KLKs) are a subgroup of serine proteases that participate in proteolytic pathways and control
protein levels in normal physiology as well as in several pathological conditions. Their complex network of stimulatory and
inhibitory interactions may induce inflammatory and immune responses and contribute to the neoplastic phenotype through the
regulation of several cellular processes, such as proliferation, survival, migration, and invasion. This family of proteases, which
includes one of the most useful cancer biomarkers, kallikrein-related peptidase 3 or PSA, also has a protective effect against cancer
promoting apoptosis or counteracting angiogenesis and cell proliferation. Therefore, they represent attractive therapeutic targets
and may have important applications in clinical oncology. Despite being intensively studied, many gaps in our knowledge on several
molecular aspects of KLK functions still exist. This review aims to summarize recent data on their involvement in different processes

related to health and disease, in particular those directly or indirectly linked to the neoplastic process.

1. Introduction

Human kallikrein-related peptidases (KLKs) are a subgroup
of serine proteases that have important roles in regulating
normal physiological functions, such as immune response,
skin desquamation, enamel formation, and semen liquefac-
tion, and the corresponding pathological conditions. There is
growing evidence in the literature supporting the view that
KLKs are also implicated in tumorigenesis by activating pro-
teolytic processes associated with the neoplastic phenotype.
The potential mechanisms involved include the modulation
of growth factor bioavailability and activation of hormone
and protease-activated receptors (PARs) resulting in prolif-
erative signaling pathways, the degradation of extracellular
matrix, cleavage of junction proteins and induction of an
epithelial-mesenchymal transition (EMT) phenotype leading
to increased tumor cell migration and invasion, and the
modulation of interactions between cancer cells and their

microenvironment promoting angiogenesis and other protu-
morigenic processes (reviewed by [1-3]).

The potential of KLKs as cancer markers has been
suggested for several members of this protease family [2, 4-
6], particularly for kallikrein-related peptidase 3 or prostate-
specific antigen (PSA) [7]. PSA is well accepted for assessing
recurrence risk in patients with prostate cancer, but its predic-
tive power for diagnosis has been questioned, since several
factors other than malignancy may be associated with its
high levels in serum, such as preanalytical variables, benign
diseases, and drugs [8, 9]. Biomarker panels combining PSA
and other promising markers, including members of the KLK
family, are expected to improve prostate cancer screening and
reduce unnecessary treatments, a strategy that may also be
used for detection and monitoring of other malignancies and
nonmalignant diseases.

In this paper, we review the current knowledge about
the evolution and functions of human kallikrein-related
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peptidases, their substrates, and their role in health and
disease, particularly in the context of cancer.

2. The Human Degradome

Protein synthesis is essential for living, metabolically active
cells, but its counterpart, protein degradation, is no less
important. Proteolytic mechanisms driven by proteases
maintain appropriate protein levels and recognize and
degrade the misfolded or mislocalized ones. In addition
to acting in nonspecific catabolism, proteases are involved
in selective cleavages and activations, modulating protein-
protein interactions and contributing to cell signaling both
as catalytic units and as multicatalytic complexes. Due to
their broad-spectrum actions, proteases play critical roles in
regulating normal biological processes, including DNA repli-
cation and transcription, cell proliferation, differentiation,
and apoptosis. When altered, they may facilitate the devel-
opment of pathological conditions such as inflammatory and
degenerative disorders (reviewed by [10]). The importance of
these hydrolytic enzymes is reflected by the number of genes
already identified in several mammalian species, with more
than 500 in human and primates and even more in rodents
[11-14].

The complete set of human proteases—named the human
degradome—is distributed in aspartic-, threonine-, cysteine-,
serine-, and metalloprotease classes according to the chemi-
cal group involved in their catalytic activity [15, 16], and the
latter three are the most populated classes [10]. Their substrate
cleavage patterns may be specific for a single peptide, as in the
case of proteases involved in signaling pathways, or common
for a broad range of peptides, which is well exemplified
by digestive enzymes [17]. Otherwise, inactive proteases or
pseudoproteases bind to their cognate substrate without
cleaving them, thus exerting a regulatory function [18].

Detailed information on proteases in prokaryotes and
eukaryotes, protease families, pseudogenes, the sequences
derived from endogenous retroviruses, 3D structures, sub-
strates, and proteolytic events has been accumulated in differ-
ent databases such as MEROPS [19] and Degradome [20].

3. The Serine Protease Group

Approximately one-third of proteolytic enzymes are serine
proteases, usually endopeptidases. These enzymes use the
serine residue present in their active site as a nucleophile
to attack the peptide bond of the substrate [21]. In humans,
many serine proteases are involved in extra- and intracellular
processes mainly related to food digestion, blood coagulation,
and immunity (reviewed by [1, 22]). Although these processes
are essential for the purposes of catabolism or selective
cleavages required for cell signaling, serine protease activity
(as well as that of other proteases) is potentially devastating,
and several cellular mechanisms were selected to modulate
and keep them within limits. For example, they are stored as
inactive zymogens or inside granules and can access the sub-
strates only through controlled actions. In addition, serpins,
a superfamily of serine protease inhibitors, antagonize their
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activities in many metabolic pathways, arresting the proteases
into an irreversible complex (reviewed by [1]).

Although tightly controlled, several serine proteases have
been associated with human diseases. For example, high
granzyme levels (granule-secreted enzymes found in cyto-
toxic T cells and natural killer cells) have been observed in
chronic inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis
[23], asthma [24], diabetes [25], atherosclerosis [26], and
chronic obstructive pulmonary [27] and cardiovascular dis-
eases [28]. They have also been implicated in susceptibility to
skin tearing and disorganized collagen as observed in chronic
wounds and aged/sun-damaged skin (reviewed by [29]). The
role of granzymes in these conditions resides in their ability to
cleave many substrates, inducing apoptosis through caspase-
dependent and caspase-independent pathways [30]. Their
potential to create or destroy autoimmune epitopes [31] and
be improperly regulated in chronic wounds or released non-
specifically from immune cell into extracellular spaces also
contributes to chronic inflammation or extracellular matrix
disorganization [27, 32].

Increased levels of neutrophil proteases such as elastase,
cathepsin G, and myeloblastin have also been correlated
with the severity of cystic fibrosis and chronic obstructive
pulmonary disease [33]. Similarly, tryptase and chymase, two
serine proteases stored in mast cell granules, take part in the
pathophysiology of asthma [34], psoriasis [35], atherothrom-
bosis [36], and fibrotic [37] and inflammatory kidney diseases
[38].

With respect to cancer, several serine proteases have been
linked to tumor development and progression by activating
proteolytic processes that are associated with the neoplastic
phenotype (reviewed by [1]). Specifically, a family of serine
proteases expressed and secreted in many tissues participates
in complex networks of cell signaling pathways that are
related to cancer [4-7]. One of the most useful cancer
biomarkers in clinical medicine is kallikrein-related pepti-
dase 3 or PSA, which is a member of this family (reviewed
by [7]), and there is evidence that other KLKs are also dereg-
ulated in cancer and other diseases [4, 39-147] as summarized
in Table 1.

4. The Human Kallikreins

Human kallikreins, initially detected at high levels in pan-
creas, kallikreas in Greek, include plasma and tissue serine
proteases, which are two categories that differ in molecular
weight, substrate specificity, and gene structure. The unique
plasma kallikrein (PKK) is a glycoprotein encoded by the
KLKBI gene on chromosome region 4q35 and is predomi-
nantly synthesized in the liver as an inactive precursor. After
activation by the coagulation factor XII, PKK cleaves high
molecular weight kininogen to release bradykinin, a mediator
of blood coagulation, inflammation, blood pressure, and
thrombosis risk [148].

4.1. Kallikrein-Related Peptidases at DNA Level: Genomic
Organization and Evolutionary Aspects. The 15 tissue kallik-
reins or kallikrein-related peptidases (KLKs) are encoded
by genes that are tightly clustered in an approximately



Disease Markers

TaBLE I: Kallikrein-related peptidases. Gene expression pattern, SNPs, and promoter methylation related to cancer and other diseases. CSF =

cerebrospinal fluid.

Disease Kallikrein Factor Observation Reference
KLKs 6 (CSF), 10 Increased expression
Alzheimer’s disease KLKs 6 (brain, . [39-42]
Decreased expression
blood), 7
Amelogenesis imperfecta KLK4 Mutation Disease-causing mutation [43-45]
KLK6 Decreased expression Suggestion of un.favorable
. prognosis
Aneurism S tion of unf: bl [46, 47]
KLKS SNP uggestion of unfavorable
prognosis
Asthma KLK3 SNP [48]
Atopic dermatitis KLK5 Decreased expression [49, 50]
Bipolar disease KLK8 SNP Suggestion of un.favorable [51]
prognosis
Coronary artery disease KLK1 SNP Controversial prognosis (52, 53]
KLK1 Increased expression Predictor of disease
Kidney disease
Lupus nephritis KLKI1 SNP Disease-associated SNP
Acute kidney injury KLK1 SNP Suggestion of un'favorable [54-56]
prognosis
Diabetic nephropathy KLK1 Increased expression Tubular inflammation
Multiple sclerosis KLK6 Increased expression Advanced disease [57-59]
Dementia with Lewy bodies KLK6 Decreased expression Suggestion of diagnostic marker [60]
Other neurodegenerative diseases KIKs L5, 6,7, Increased expression Suggestion of disease-associated [61-63]
and 9 marker
RLKs Suggestion of unfavorable
Other skin diseases 5-8,10-13,and Increased expression ugs .
prognosis
15 [64-73]
. Suggestion of unfavorable
Netherton syndrome KLK5 Increased expression .
prognosis
KLKS8 Increased expression Suggestion of unlfavorable
Psoriasis prognosis [74, 75]
KiKs 6, 8,10, Increased expression Severity of skin lesions
and I3
Parkinson’s disease KLK6 Increased expression Disease-associated marker [76]
Sjogren disease KLK11 Increased expression Suggestion of disease-associated [77]
marker
KLKs 2, 4 SNP Breast cancer risk
KLK3 SNP Assoc1atlop with less
aggressiveness
KLKs 51’410’ and Increased expression Potential diagnostic biomarkers
Breast cancer
KLKs 6, 12 . . .
variant 3, and 15 Increased expression Suggestion of favorable prognosis  [4, 47, 78-83]
KLKs ‘?’28’ and Decreased expression  Suggestion of favorable prognosis
KLKs 5,7 Increased expression Suggestion of un'favorable
prognosis
KLK10 Methylation Suggestion of favorable prognosis
Cervix cancer KLK7 Increased expression Controversial prognosis (84, 85]
Colorectal cancer KLKs4,6,7,and Increased expression Suggestion of un.favorable [86-90]
10 prognosis




TaBLE 1: Continued.
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Disease Kallikrein Factor Observation Reference
KLKs 6, 7, and . Suggestion of unfavorable
Increased expression .
10 prognosis
Gastric cancer KLKI3 Increased expression Suggestion of favorable prognosis  [90-95]
KLK1I Decreased expression Suggestion of un.favorable
prognosis
KLKIO Methylation Suggestlolr‘loofl zzligavorable
Head and neck cancer S t'p gf R bl [96-99]
KLKs 4-8, 10 Increased expression uggestion o un' avorable
prognosis
Intracranial tumor KLKs 6-8 Increased expression Controversial prognosis [100, 101]
KLK10 Methylation
KLKs 5-7 Increased expression Suggestion of un.favorable
Lung cancer Prognosis [102-106]
§ KLKs 11, 13, and : N
Iy Increased expression Diagnostic marker
KLKs 8, 12 Decreased expression Suggestion of unlfavorable
prognosis
KLKs 6, 8, and Increased expression
Melanoma 13 P [107,108]
KLK7 Increased expression Suggestion of favorable prognosis
KLKs 4,6 Increased expression Advanced stage
Ilfggsai?d](l); Increased expression Suggestion of favorable prognosis
Ovarian cancer KLKs 5,7 Increased expression Suggestion of un.favorable (47, 78,109~
prognosis 125]
KLK10, KLKPI SNP
KLKs 3. 15 SNP Suggestion of unfavorable
’ prognosis
Pancreatic cancer KLK7 Increased expression Controversial prognosis [126]
KLK3 Increased expression Disease monltor.mg and
recurrent prediction
KLKs1, 2,4, and .
15 Increased expression
KLKPI Decreased expression
KLK7 Increased expression Controversial prognosis 15;177]’ 78,127~
Prostate cancer i
KLK11 Decreased expression Suggestion of unfavorable

KLKs 2, 3,4, and

prognosis
Suggestion of unfavorable

10 SNP prognosis
KLK12 SNP Cancer predisposition
KLKs 4, 14, and SNP Suggestion of unfavorable
15 prognosis

300kb sequence of the 19q13.33-13.41 chromosome region,
all containing 5 coding exons with comparable lengths and
sequence homology [149, 150]. A pseudogene (KLKPI) has
also been assigned to this region [151], as well as multiple
repetitive elements such as ALU, Tigger2, MERS, and MSR1
[152]. The large contiguous human KLK gene cluster is limited
by the ACPT (testicular acid phosphatase) gene and the Siglec
(sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin) family of
genes at centromeric and telomeric positions, respectively,

and other less characterized genes (SNORDSSC, CI90rf48,
MGC45922, and CTUI) (Figure 1).

The colocation and sequence conservation in a wide vari-
ety of species make this human tissue serine proteinase family
a very interesting target for evolutionary studies [153]. The
phylogenetic analysis of KLKs performed by the Maximum
Likelihood method [154], using the transcript isoforms of
15 KLK genes, the pseudogene-1 (KLKPI) sequence, and the
PRSSI (trypsin 1) transcript sequence as an external group,
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FIGURE 1: KLK gene cluster and schematic representation of the human KLK gene and protein structure. (a) KLK gene cluster on the 19q13.33-
13.41 chromosome region including the pseudogene KLKPI and the transcriptional direction from centromere to telomere, except for KLK2
and KLK3, which have the opposite transcriptional direction. The classic KLK genes (KLKs I-3) are turquoise, KLK4-KLKI5 are medium
purple, and the ¥ KLK1 processed pseudogene is silver; the arrowheads represent the neighboring genes: ACPT (testicular acid phosphatase)
and the Siglec (sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin) gene family as well as other less characterized genes (SNORDs, C190rf48, and
CTUI). (b) The human KLK gene consists of 5 coding exons (orange boxes represent coding exons; silver boxes represent noncoding exons)
and their 4 intervening introns. The positions of the catalytic residues are highly conserved with the histidine (H), aspartic acid (D) 3, and
serine (S) codons on coding exons 2, 3, and 5, respectively. Most KLK genes demonstrate alternative splicing, which generates several transcript
variants. Alternative 3 splice sites or skipped exons (shown in green) result in short variants of KLKs 2, 3, 5, 8, and 12 genes. Alternative 5’
splice sites or start sites (shown in blue) also generate short variants of KLKs 2, 3, 6, 7, 8, and 1I genes. Utilization of the alternative exon 6
generates a long transcript encoding a variant of KLKI2 gene (shown in blue). (¢) KLK proteins are single-chain proteases that are synthesized
as preproenzymes and are proteolytically processed to pro-KLKs and secreted after removal of the terminal signal peptide (Pre). The KLK
sequence also includes a propeptide (Pro) that maintains the inactive state of the enzyme, as well as a serine protease domain.

reveals five major branches: (a) the classic KLKs (KLKs 1-3),
(b) KLKs 4,5, 7,and 14 and KLKPI, (c) KLKs 9and 11, (d) KLKs
8, 10, and 15, and (e) KLKs 12 and 13, and a separate branch
with KLK6. The tree (Figure 2) is similar in several aspects
to other phylogenetic analyses of this cluster [150, 153, 155-
157] but also includes the isoforms and reinforces the idea
that all KLK genes evolved from a single gene by successive
tandem duplications and genomic rearrangements facilitated
by repetitive elements.

The high similarity between KLK2 and KLK3 sequences
and the highest support value also suggest that they might
have formed by duplication later in evolution. The data
grouping KLK4/KLK5 and KLK9/KLKII also corroborate

previous studies [153, 156]. The isolated position of KLK6 in
this phylogenetic tree, unlike the findings of other authors,
may explain the apparent distance of the remaining family
members in respect to normal and pathological functions.

4.2. Kallikrein-Related Peptidases at RNA Level: Transcrip-
tional Regulation Mechanisms. Kallikrein-related peptidase
expression is regulated at transcriptional, translational, and
posttranslational levels. At the transcriptional level, several
response elements (REs) have been identified in the KLK
promoters such as an estrogen-related receptor y (ERRy)
response element [158], a GATA binding motif in KLKI [159],
and functional retinoic acid response elements (RAREs) in
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FIGURE 2: Phylogenetic relationships within the human tissue KLK gene family in humans. Phylogenetic analysis was performed using the
MEGAS5 [205] and Maximum Likelihood methods based on the GTR model (General Time Reversible) [154] with Gamma distribution.
The bootstrap method was used (with 1000 data set replicates) to investigate node robustness [206]. The phylogenetic tree includes 15 KLK
transcripts, the pseudogene-1 (KLKPI) sequence, and the trypsin 1 gene sequence (PRSSI) [155, 156]. The sequences were obtained from the
NCBI Reference Sequence (RefSeq) database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Numbers indicate the percentage of 1000 bootstrap replicates

at each node in the consensus. Bootstrap value <95.

KLKI0 [160]. Due to the importance of KLK3 expression in
prostate cancer, a number of REs have already been described
for its promoter, including Sp1/Sp3 [161] and WT1 transcrip-
tion factor-binding sites [162], a putative p53 RE [163], an
XBE (X-factor-binding element that binds specifically to the
NEF-kappaB p65 subunit) in the AREc (androgen response
element enhancer core) [164], and androgen-responsive ele-
ments (AREs), the last of which were also present in the KLK2
promoter (reviewed by [127, 165]).

KLK gene expression can also be regulated by epigenetic
mechanisms, including histone modifications such as DNA
methylation as well as microRNAs (reviewed by [166]), which
can affect normal cell physiology and facilitate tumorigenesis
if altered. In fact, aberrant promoter methylation leading to

KLKIO downregulation has been described in acute lym-
phoblastic leukemia [167] as well as in breast [168], gastric
[91], and prostate cancer [169]. Similarly, abnormal histone
acetylation at KLK2 and KLK3 sequences and deregulated
expression of miRNAs targeting KLK genes have also been
reported in kidney, prostate, and breast cancer cell lines
(reviewed by [166]).

In addition to epigenetic events, polymorphisms in regu-
latory sequences can potentially alter RNA transcription rates
and protein levels, as was observed for the homozygous G
base substitution (rs266882) in the androgen response ele-
ment (ARE-1) of the KLK3 promoter [170] and for polymor-
phic alleles in the 5'-flanking region of the KLKI gene [171].
KLK gene activity is likewise affected by polymorphisms in



Disease Markers

Tissue kallikreins
o . Acidic pH )
Skin inflammation Skin desquamation Hypertension
Netherton syndrome - <_ que cardiac, renal injury,
Adhesion restenosis, and
factors ischemic stroke

CARS

Psoriasis — | KLKs 8 and 7
Acne rosacea— | KLKs 5, 7, 8, and 14
Amelogenesis imperfecta— | KLK4

KLKs 5, 7, and 14

_~LMW kininogen %Kinin—‘l
KLK1|— EGFR — Asthma
~~ Tissue damage —> Lupus nephritis

— «-Synuclein —> Parkinson’s disease
KLK3 e — Demyelination —» Multiple sclerosis
Digestion Of% Semen liquefaction
Sgle Sgll
Plasma kallikreins

. Blood coagulation
PK — Elg_h Mw —> Bradykinin —Blood pressure

ninogen Inflammation

FIGURE 3: Schematic representation of KLK functions related to physiological and pathological conditions. KLKs are involved in several
normal processes including blood pressure, coagulation, semen liquefaction, and skin desquamation and can also protect against cardiac
injury and ischemia. These proteases may also participate in skin inflammation, neurodegeneration, and autoimmune diseases.

the coding region or in the 3'-UTR and downstream
sequences of the KLKI, KLK2, KLK3, and KLK7 genes
(reviewed by [47]).

According to the NCBI Reference Sequence Database
(accessed in November 20, 2014), with the exceptions of
KLKI, KLK4, KLK9, KLK13, and KLKI4, human KLK genes
have multiple isoforms. The alternative transcripts apparently
are species specific [155], and a number of them are cancer
specific (reviewed by [172]), which supports the idea that they
are constantly evolving. The diversity of these isoforms, espe-
cially those with no peptidase catalytic motifs, may indicate
a type of activity control, for example, by competing for the
same substrates or performing different tissue-specific func-
tions [155].

4.3. Kallikrein-Related Peptidases at Protein Level. The KLKs
are proteins of 230 amino acids and 28 to 33 kDa, although
some small isoforms reach only 3 kDa. Their standard tertiary
structure consists of two juxtaposed six-stranded antiparallel
B-barrels and two a-helices with the active site between the
barrels [173, 174]. They are synthesized as preproenzymes,
which are proteolytically processed to pro-KLKs and secreted
after removal of the terminal signal peptide. Their ability
to release kinins was initially viewed as the definition of
a true kallikrein. However, besides plasma kallikrein, only
KLK1 has the ability to cleave kininogen (in this case, low
molecular weight kininogen) to release kinin. The tissue
kallikrein-kinin system can protect against cardiac injury
and ischemia/reperfusion-induced cardiomyocyte apoptosis
as well as against oxidative stress-induced renal cell apoptosis
via stimulation of kinin B2 receptor-Akt [175]. Otherwise,
this system appears to be involved in the development of
lupus nephritis by increasing local tissue damage triggered by
autoimmune inflammation [176] (Figure 3).

As mentioned above, KLK promoters have several hor-
mone response elements, and their expression can be reg-
ulated by steroid hormones [177]. Therefore, KLK levels in
different tissues are dependent not only on the presence
of specific transcriptional and translational regulators, but
also on proteolytic mechanisms, as previously referred to in
the degradome section. Shaw and Diamandis [178] detected
distinct expression profiles for several kallikrein-related pep-
tidases: KLK1 was highly expressed in the pancreas and
salivary gland, KLKs 2, 3 (also observed in seminal plasma),
and 11 were highly expressed in the prostate, KLK5 was
expressed in the skin, KLK6 was expressed in the brain, KLK9
was expressed in the heart, and KLKI2 was expressed in
several anatomical sites. KLKs 4, 8, 14, and 15 exhibited a more
homogeneous profile or were not detected in various tissues.
Komatsu et al. [179] analyzed the skin stratum corneum and
identified the presence of many KLKs (KLKs 5-8, 10, 11,
13, and 14). Generally, expression patterns are compatible
with their origins—duplicate genes have similar expression
patterns in the same tissues, and coexpression patterns are
compatible with their physiological functions [153].

5. Kallikrein-Related Peptidases and Their
Relationship to Health and Disease

5.1. Normal Physiological Processes and Nonmalignant Dis-
eases. Similar to what has been observed for other pro-
teases, several regulatory mechanisms protect tissues from
harmful proteolysis by KLKs. In addition to controlled
proenzyme activation and endogenous inhibitors (such as
a,-macroglobulin and serpins), there are also inactivating
cleavages and allosteric regulation (reviewed by [165]). Regu-
latory steps may be performed by other proteases including
members of the KLK family, which are supported by their



coexpression in the same tissue. For example, a KLK cascade
including KLK2, KLK14, and probably other KLKs activates
pro-KLK3 to generate the mature proteinase that directly
cleaves the semenogelins SgI and SglI resulting in seminal
clot liquefaction and spermatozoa release [180]. Recently,
Yoon et al. [181] observed that MMP-20, which is usually
expressed only in dental enamel, processes the prosequence
of nine different KLKs and may be a nonspecific activator of
the KLK family in pathological conditions.

Another proteolytic cascade has been described for the
skin desquamation process in which KLK5 may be autoacti-
vated or activated by KLK14 at neutral pH and then process
KLK?7, regulating skin desquamation. This cascade may start
by KLK6 autoactivation following the cleavage of KLKIl,
which in turn activates KLK14. Although not completely
understood, skin desquamation also depends on other pro-
teases, including cathepsins, aspartic proteases, urokinase,
plasmin, and the inflammatory metalloproteinases. Because
KLK regulation is critical for proper desquamation, various
endogenous inhibitors participate as attenuators of their
activities, mainly LEKTI (serine protease inhibitor Kazal-
type 5), a protein encoded by the SPINK5 gene. Other factors
such as an acidic environment and UV irradiation (and
resulting inflammation) may inhibit LEKTI, also contribut-
ing to increased KLK expression and enhanced desquamation
[64]. The lack of LEKTI expression in Netherton syndrome,
a rare genetic skin disease characterized by congenital
ichthyosis and severe allergic manifestations, indeed results
in increased proteolytic activities of KLK5 and KLK?7, which
trigger an inflammatory process by activating protease-
activated receptor-2 (PAR-2) and stimulating cytokine pro-
duction [70] (Figure 3).

KLK deregulation is also observed in several other patho-
logical conditions, of which neurodegenerative disorders are
good examples (Figure 3). Alzheimer’s disease (AD) and
Parkinson’s disease (PD) are the most prevalent human neu-
rodegenerative disorders. Both are caused by the aggregation
of proteins: AD is characterized by extracellular deposits of
amyloid 3 (Af3) and intraneuronal aggregates of tau protein in
specific brain regions, and PD is characterized by intracellular
neuronal deposits (Lewy bodies and neurites) formed by
insoluble a-synuclein [182, 183].

There is convincing evidence from the literature on
Alzheimer’s disease that KLK6, the most abundant kallikrein-
related peptidase in the central nervous system, cleaves the
amyloid precursor protein (APP), a transmembrane glyco-
protein from which A derives. The proteolytic activity of
KLK6 against APP and substrates in the extracellular matrix
and perineuronal net places this peptidase as a potential
component of AD pathogenesis. KLK6 expression is reduced
in brain tissues, as well as in cerebrospinal fluid of AD patients
[42, 184, 185], but the mechanisms behind these findings and
their functional consequences are not yet known. Actually,
other enzymes (a-, -, and y-secretases) cleave APP in
different sites and generate several fragments; some of them
are aggregation-prone [183]. KLKs may, for example, promote
a bias toward synthesis of these toxic fragments by - and y-
secretases.
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Besides KLK®, the kallikrein-related peptidases 7 and 10
show decreased and increased levels, respectively, in cere-
brospinal fluid of AD patients [39]. Recently, Shropshire and
collaborators observed that KLK7 is able to cleave the core
of Af3 in vitro, inhibiting A aggregation and reducing neu-
ronal toxicity [186]. This result may open new opportunities
towards treatments for AD.

Several studies on Parkinson’s disease have implicated
KLK®6 in the degradation of intracellular a-synuclein [187].
Recent data suggested that secreted a-synuclein is also
involved in the development of PD by affecting neuronal cell
viability [188] and activating inflammatory response [189].
Although still controversial with respect to the intracellular
type, KLK6 inefficiency in a-synuclein degradation seems to
contribute to PD pathogenesis, probably due to an altered
trafficking of KLK6 [187, 190] or to the resistance of certain
forms of a-synuclein to KLK6-proteolysis [76, 191].

Multiple sclerosis (MS) is another example of neurode-
generative disorder in which KLK6 levels are altered. In MS
patients, KLK6 is abundantly expressed and cleaves myelin
proteins, resulting in demyelination and oligodendrogliopa-
thy [192].

As may be noted from AD, PD, and MS data, KLK6 seems
to be important for the neuronal homeostasis and survival.
However, other kallikrein-related peptidases are probably
involved in these processes, as can be deduced from the data
on overexpression of KLK1 in epilepsy [193] and on the ability
of a set of KLKs (KLK1, KLKs 5-7, and KLK9) to promote
neural injury [62].

5.2. Malignant Diseases. As evidenced by the literature,
particularly in prostate cancer, KLKs participate in prote-
olytic pathways that contribute to the neoplastic process
(Figure 4). With respect to tumor growth, KLK1 facilitates
EGFR and ERK1/2 cascade activation, which is involved in
cell proliferation [194]. Similarly, KLK1, KLK2, and KLK3 can
regulate tumor growth through IGF-binding protein (IGFBP)
degradation, thereby allowing the release of the insulin-like
growth factors (IGFs) and proliferative signals. However, a
negative regulatory role for KLK3 in cancer has also been sug-
gested because this protease can activate latent transforming
growth factor- 3 (TGFp), a known suppressor of growth and
promoter of apoptosis [2].

Recent data have demonstrated that kallikrein-related
peptidase 4 and its substrate, promyelocytic leukemia zinc
finger protein (PLZF), modulate androgen receptor (AR) and
mTOR signaling in prostate cells to regulate cell survival.
In fact, KLK4 negatively regulates PLZF, thus preventing
its binding and inhibition by AR, which keeps mTORC1
signaling active and ensures cell survival [195].

During neoplastic progression, different KLKs can reg-
ulate new vessel formation, which are essential to provide
oxygen and nutrients to proliferating cancerous cells. KLKs
1 and 4 stimulate angiogenesis by cleaving kininogen to kinin
or activating prometalloproteinases 2 and 9 to their active
forms, thereby potentiating extracellular matrix hydrolysis
and enabling endothelial cell migration and neovasculariza-
tion [196-198]. Other kallikrein-related peptidases (KLKs 2
and 4) can stimulate the urokinase plasminogen activator
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(uPA)/uPA receptor system, which also leads to metallopro-
teinase activation and extracellular matrix degradation [2].
KLKI12 may then promote angiogenesis by the conversion
of the membrane-bound platelet-derived growth factor B
(PDGE-B) precursor into a soluble form that modulates
secretion of the angiogenic vascular endothelial growth factor
A (VEGF-A) [199]. Some KLKs, such as KLKs 3, 6, and 13,
have the opposite action by blocking VEGF and/or fibrob-
last growth factor 2 (FGF2) or generating angiostatin-like
fragments from plasminogen, which are potent inhibitors of
angiogenesis in vitro [2].

Tumors have an increased acidic microenvironment
resulting from accelerated glycolysis and lactate accumula-
tion and thus low pH in the extracellular space [200]. Because
an acidic environment may block the kallikrein inhibitor
LEKTI, contributing to increased KLK expression and loss
of cellular adhesion in skin desquamation, it is reasonable to
consider a similar mechanism during neoplastic dissemina-
tion [201]. In fact, the metastatic process is associated with a
transition from tightly connected cells to cells with increased
motility, namely, the epithelial-mesenchymal transition,
where KLKSs play important roles. For example, KLKs activate
latent TGFp, which induces EMT, and are associated with
the loss of E-cadherin in tumor cells and thus with decreased
cell-cell adhesion [202]. They also trigger extracellular matrix
degradation via prometalloprotease activation and hence
promote tissue invasion [2].

These examples demonstrate how important kallikrein-
related peptidases are in tumor development and progression.

The biological processes in which they participate are related
to diseases other than cancer but are directly connected
with cancer pathways, including cell proliferation, adhesion,
inflammation, and apoptosis.

6. Therapeutic Relevance of KLKs

As discussed in previous sections, KLKs have been associated
with different pathologic processes, from skin diseases to
neurodegenerative disorders and cancer. The progress in our
knowledge on all members of this protein family, functions,
3D structures, substrates, and physiological roles, has pro-
vided opportunities to develop new therapeutic approaches
for different disorders.

KLKs are targeted by several types of inhibitors, including
small-molecule inhibitors, antibody-, protein-, and peptide-
based inhibitors, KLK-activated prodrugs, interfering RNAs,
and immunotherapeutic vaccines (reviewed by [3]). PROST-
VAC, for example, is a prostate cancer vaccine consisting of a
KLK3 recombinant vector that contains transgenes for three
T-cell costimulatory molecules (TRICOM). This vaccine has
demonstrated success in inhibiting, with few side effects, cell
proliferation and tumor growth and in improving overall
survival [203].

Prodrugs activated by KLKs are another strategy that
has been investigated. For instance, KLK3-activated peptides
have the ability to target the prostate since most KLK3 is
expressed in the gland whereas circulating KLK3 is normally
inactivated in plasma by endogenous inhibitors [204]. This
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drug has overcome the challenge of specificity, although
similar successful results are not always achieved. The reasons
for that include the fact that the active sites of members of
KLK family are conserved, which hampers drug design. The
resolution of 3D structure of KLKs should help in this regard.
However, KLKs also have overlapping and even opposing
actions, which certainly depend on the physiologic, tissue,
and disease context [203].

7. Conclusions

The KLK network is impressive. Its intricate signaling
pathways and protein interactions strongly show that this
group of proteases contributes to normal and pathological
metabolisms. However, despite being intensively studied,
there are many gaps in our knowledge on the molecular
aspects of the KLK family. For example, there is no doubt that
KLK expression deregulation participates in the development
of neurodegenerative disorders. But what exactly is its role?
Would it be a primary and direct one, promoting erroneously
protein degradation, which results in pathogenic fragments?
Or would it be one that implies cooperating with specific
secretases and other enzymes to generate toxic deposits?

In cancer, it is not clear whether KLKs alterations are
driver mutations or deleterious passenger mutations. The
fact that similar sets of KLKs are associated with different
tumor types and facilitate proliferation, migration, and other
cancer hallmarks aligns with driver mutations. Differently,
antiproliferative effects of KLKs and similar regulatory factors
for different members of this family may argue in favor of ran-
dom passenger mutations. However, both statements are not
mutually exclusive and may occur simultaneously or sequen-
tially. In fact, the idea of sequential occurrence is interesting:
considering the complexity of human proteolytic system, it
is reasonable to assume that the expression of specific KLKs
may counteract the under- or overexpression of other KLKs
or enzymes or even that those KLKs are activated, one after
the other, to neutralize the expression of a driver mutation,
but without success. The analysis of KLK panels in large
sets of samples from diverse stages of the disease, including
premalignant phases, will probably help to reveal how the
expression profile evolves during the course of the disease.

Many questions are still unanswered and the scenario
is therefore incomplete. Many more data are necessary to
improve our understanding on the function, substrates, and
role of KLKs in health and disease in order to distinguish in
each case whether they are heroes, villains, or supporting
actors.
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Abstract

The total amount of scientific literature has grown rapidly in recent years. Specifically, there
are several million citations in the field of cancer. This makes it difficult, if not impossible,
to manually retrieve relevant information on the mechanisms that govern tumor behavior
or the neoplastic process. Furthermore, cancer is a complex disease or, more accurately,
a set of diseases. The heterogeneity that permeates many tumors is particularly evident in
head and neck (HN) cancer, one of the most common types of cancer worldwide. In this
study, we present HNdb, a free database that aims to provide a unified and comprehensive
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resource of information on genes and proteins involved in HN squamous cell carcinoma,
covering data on genomics, transcriptomics, proteomics, literature citations and also cross-
references of external databases. Different literature searches of MEDLINE abstracts were
performed using specific Medical Subject Headings (MeSH terms) for oral, oropharyngeal,
hypopharyngeal and laryngeal squamous cell carcinomas. A curated gene-to-publication
assignment yielded a total of 1370 genes related to HN cancer. The diversity of results
allowed identifying novel and mostly unexplored gene associations, revealing, for example,
that processes linked to response to steroid hormone stimulus are significantly enriched
in genes related to HN carcinomas. Thus, our database expands the possibilities for gene
networks investigation, providing potential hypothesis to be tested.

Database URL: http://www.gencapo.famerp.br/hndb

Introduction

The high-throughput ‘omics’ technologies (genomics, tran-
scriptomics, proteomics and metabolomics) and advanced
computational tools have led to a more thorough under-
standing of the neoplastic process as well as to the identifi-
cation of potential biomarkers for cancer diagnosis and
prognosis. These high-throughput technologies accumulate
scientific data on an unprecedented scale. However,
these data are dispersed between several databases, includ-
ing, inter alia, The Cancer Genome Atlas (TCGA) (1) Gene
Expression Omnibus (GEO) (2), ONCOMINE (3), the
Human Protein Atlas (4) and the Human Metabolome
Database (HMDB) (5-7). This decentralized structure
poses substantial problems when attempting to draw con-
clusions or formulate new hypotheses.

PubMed (8), a freely available database developed and
maintained by the US National Library of Medicine, is one
of the most important web-based search tools for biomed-
ical information retrieval. Currently, PubMed has over 3
million citations on cancer. Thus, it is extremely difficult
to manually retrieve all relevant data, even after splitting
the subarea of interest or using specific queries. In add-
ition, literature searches on cancer are hampered by the
fact that cancer is a complex disease. Cancer and cancer
subtypes more closely resemble a set of diseases, each dis-
ease with different features and unknowns. Head and neck
(HN) cancer is the sixth most common type of cancer
worldwide, with about 600 000 new cases in 2012 (9) and
a remarkable example of heterogeneous malignancy.

Similar to what is observed in many types of neoplasms,
the challenge in searching the literature on HN cancer
is particularly difficult due to its diversity, which involves
diversity in histological type, anatomical location and pri-
mary risk factors. For instance, the anatomical sites af-
fected by the disease and the primary risk factors can be
used to divide head and neck squamous cell carcinomas
(HNSCQC) into at least three classes. Two of these classes

involve human papillomavirus (HPV)-positive disease
(mostly oropharyngeal with a favorable prognosis) and
HPV-negative disease (with less favorable prognosis and
a different molecular profile) (10). HPV-positive tumors
are primarily wild-type TP353, whereas HPV-negative
tumors present mutated TP53 and show high chromosome
instability (10, 11), which may sustain advantageous meta-
bolic pathways, aid in escaping the inhibitory effects of
suppressor signals (12) or promote oncogenic effects (13).
A third class of HNSCC consists of nasopharyngeal tumors
in which distinct etiological factors are known, including
Epstein—Barr virus (EBV) infection (14).

Lymph node status and tumor size remain the most
powerful prognostic factors for HNSCC. However, sur-
vival is frequently low. Only 40-50% of patients remain
alive 5 years after diagnosis (10, 15). This is likely because
tumors in early stages frequently present few symptoms
leading to a delay in diagnosis. Furthermore, therapy ef-
fectiveness is highly variable, even in early lesions or histo-
logically similar cases.

The HNSCC molecular progression model suggests that
some genetic alterations are present in benign hyperplasia,
CDKNZ2A gene.
According to this model, the clinical progression to dysplasia,

for instance the inactivation of the

in situ carcinoma, and, finally, invasive carcinoma is sup-
ported by the increased accumulation of molecular alter-
ations (16). TP53 mutations, CCND1 gene amplification,
EGEFR activation/PTEN inactivation, and the deletion of dif-
ferent genome segments are some examples of the genetic al-
terations related to HNSCC progression, as stated by
Leemans and collaborators (10). Such alterations promote
the neoplastic phenotype defined by Hanahan and Weinberg
(17), including increased cell proliferation, insensitivity to
growth suppression factors, apoptosis resistance, sustained
angiogenesis, energy metabolism alterations, immune attack
avoidance and the acquisition of invasion and metastasis
capability.
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Investigations into HNSCC emphasize the importance
of identifying the mechanisms and the molecular changes
triggered during the malignant transformation that culmin-
ates in the neoplastic phenotype. New data on potential
markers may shed light on tumor biology and, conse-
quently, lead to the development of novel drugs. Literature
mining is a fundamental starting point for this discovery
process, but the recent exponential growth in biological
data is well beyond the limit of a complete manual search
in most cases. In turn, automated literature mining
can help to find disease-related biomarkers and their inter-
relationships, and extract hidden information with tools
able to efficiently target valuable research questions and
generate testable hypothesis. During this process, the art-
icles of interest are retrieved, the biological entities are
identified in texts, and specific information, particularly re-
lationships between biological entities, is extracted.

One of the challenges in automated approaches is the
exact identification of genes, proteins or diseases since they
may be referred to by different names, share names and
symbols, or even be described by nonstandard nomencla-
ture in literature and databases (18). Another challenge is
to identify consistent descriptions of gene products and
their associated features, and supporting evidence for infer-
ring such associations. To overcome these limitations, text-
mining applications have incorporated tools to recognize
specific keywords and to capture relevant sentences and
ontologies. For example, relationships may be extracted
investigating entities that co-occur in the same report, title,
abstract or even a sentence, or by the so-called natural lan-
guage processing (NLP) methods. NLP methods are based
on the structure of sentences and on how the biological
data is mentioned (19). However, this approach has advan-
tages and limitations, since it may give rise to erroneous re-
lationships depending on used parameters (20).

The controlled vocabularies of the Gene Ontology (GO)
(21) project enable coupling of gene products to their asso-
ciated biological processes, cellular components and mo-
functions  (22).
identification of GO-literature association is less accurate

lecular However, the automatic
than manual curation methods, such as the one using
Medical Subject Headings (MeSH) (23) for indexing
PubMed articles, a process performed by trained experts
that potentially generates few false positive assignments. In
addition, MeSH-literature associations may be linked to
genes or diseases, facilitating the identification of previ-
ously unrevealed relationships between entities, such as
protein—protein, drug—effect and protein—disease (24, 25).
In this work, we developed an in-house methodology to
conduct literature mining aiming to identify genes and
gene products related with various aspects of HNSCC. A
(HNdb)

database was established for wunifying the

information on these genes and proteins, covering data on
genomics, transcriptomics, proteomics, literature citations,
and also cross-references of external databases. The infor-
mation was wrapped up in a friendly web interface, which
provides easy and rapid access to the HNSCC-related
genes and to a vast number of biological data resources.
The interfaces aims to facilitate the selection of candidates
for validation assays and the identification of potential
new markers, as exemplified in this study.

Methods

Data collection and literature mining

The workflow of our literature mining consisted of two ini-
tial automated stages and a separate manual step. In stage
I, the studies were retrieved from PubMed database using a
combination of MeSH terms and Boolean operators. Three
literature searches based on different MeSH terms were
run on 29 June 2015. In stage II, the articles selected in
stage I were associated with genes using the gene2pubmed
association file (26), which contains the gene identifiers
(gene IDs) and the respective PubMed article identifiers
(PMIDs). For this association, only human genes were ac-
cepted. The PMIDs thereby obtained were downloaded via
PubMed and compiled, and publications assigned to
MeSH terms for HN neoplasms were manually curated by
two independent investigators. The details on the MeSH
terms and on the literature search strategy are presented
in Supplementary File 1 and an overview of the workflow
is provided in Figure 1.

Considering that our automated strategy may have
missed relevant articles and genes, the only two databases,
to our knowledge, that also focus on HNSCC were
searched: the Head and Neck and Oral Cancer Database
(HNOCDB) and Oral Cancer Gene Database (OrCGDB)
(27, 28). PMIDs/genes not detected by our approach but se-
lected by these databases were included in our list
after manual curation to confirm a positive involvement
with the HNSCC sites of interest. Precision (specificity)
and recall (sensitivity) values were calculated, respectively,
as the proportion of genes relevant from our search, and as
the proportion of relevant genes that were retrieved
genes
retrieved; Recall = genes retrieved and relevant/total genes

[Precision =genes retrieved and relevant/total
relevant in collection]. To overcome the difficulty of pre-
dicting the total number of genes in PubMed that are rele-
vant for our search, we used HNOCDB and OrCGDB data

on the same query.
To establish a gene-to-HNSCC association, contingency

tables were constructed using the curated set of articles ad-
dressing genes in HNSCC, and PMIDs and genes from all
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Figure 1. Flowchart of the method for gathering genes related to HNSCC. Identification of studies on HNSCC in PubMed using MeSH terms of interest,
retrieval of PMIDs, gene-to-publication assignment via gene2pubmed association file, selection of genes in HNOCDB and OrCGDB databases, manual
curation to confirm a positive involvement of PMIDs in HNSCC subsites of interest, retrieval of a nonredundant list of 1370 genes related to HNSCC,

access to biological meanings, identification of novel gene associations.

other neoplasms. Fisher’s exact test was performed to
evaluate association and P < 0.05 were considered statis-
tically significant. The analyses were performed using
SAS® 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) for
Windows. Genes were then ranked according to their level
of association with HNSCC—from the most relevant to
the less relevant defined by the number of publications ad-
dressing the gene in HNSCC—by a hypergeometric test
(29) performed using the Stirling’s approximation to high-
factorial values (30). The method calculates the probability
of k or query-relevant publications for a gene A by chance,
being S the score for gene A, m the publications in the gen-
e2pubmed association file, 7z the number of publications
retrieved for the query and present in the gene2pubmed as-
sociation file, j the number of publications that involve
gene A, and k the number of query-relevant publications
that involves the gene A. The formula (In=natural loga-

rithm) is:

m—j\ (]
min (n,j) .
fomnjh)=Y 2/
P m
n

Due to the importance of identifying prognostic sig-
natures for HNSCC as well as markers associated with
disease progression, an independent search was per-
formed using MeSH and non-MeSH terms related to
‘Metastasis’ and ‘Prognosis/Outcome’ against abstracts
and titles of the manually curated PMID set of articles
(Supplementary File 1).

The data collection workflow will be routinely updated
twice per year to incorporate new PMIDs and genes.
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Database frameworks and web interface

To integrate potential biomarkers involved in HNSCC
with data from the available literature, we constructed a
MySQL relational database system implemented in an
Apache server using the Linux operating system. The web
platform interface was developed using the JavaScript pro-
gramming language, HTML and PHP at the front end and
the back end supported by PHP and PERL programming
languages. The platform provides users with the ability to
search for and download information on the genes and
proteins involved in HN cancer.

The home page presents the database objectives and pro-
vide tools for searching genes related to HNSCC, their ex-
pression pattern and chromosome location. External
data were included in the database to facilitate access to the
maximum amount of information on a particular gene or
protein. For example, the genes selected by users are linked
to PMIDs, metabolic pathways (31, 32, 33, 34), associated
ontologies (21), somatic mutations in HN cancer (35), gen-
etic disorders (36) and microarray data. HNSCC microarray
data were obtained from GEO (2) and ONCOMINE (3)
platforms at the time of manuscript preparation (GEO acces-
sion numbers GSE9844, GSE6631, GSE1722, GSE13601,
GSE3524, GSE2379, GSE25099 and ONCOMINE dataset
Ginos Head-Neck) (37-44) and may help users identify
genes with similar expression patterns. Data on proteins,
including interactions and drugs that target them (4, 45-53)
are also available.

GO and pathway analysis

The curated set of genes related to HNSCC was imported
into DAVID (54, 55), a database for annotation, visualiza-
tion and integrated discovery (54), and the genes were
annotated for GO and pathways using the whole human
Fisher
Probability Value was used for gene-enrichment analysis

genome as background. The one-tail Exact
and Bonferroni corrected P < 0.05 were considered sig-
nificant. Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software
(Qiagen, Redwood City, CA, USA) was also used to iden-
tify relevant canonical pathways overrepresented in the set

of HNSCC-related genes.

Database querying

The database is freely available and can be searched at
http://www.gencapo.famerp.br/hndb/  with three input
forms. By typing the gene symbol, aliases, gene or protein
name, accession number or ID into the search box, users
can obtain information on whether a gene has already

been related to HN cancer. Users can also retrieve all genes

related to HN cancer at once and evaluate their expression
in HN tumor samples and paired surgical margins, accord-
ing to eight microarray studies (37-44) selected at the time
of the manuscript preparation and described in the
‘Database frameworks and web interface’ section. The
search settings are configured to use the official gene sym-
bols, ID numbers and aliases from the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) or Ensembl Project
(56, 57), as well as proteins (by accession number) from
the Universal Protein Resource (UniProt) (58).

Users can also browse chromosome regions associated
with HN cancer. The data returned by the queries can be
downloaded as a spreadsheet or a text file. The results of a
particular gene are displayed in a new page that provides
the official gene name, gene IDs, aliases, chromosome loca-
tion and gene expression pattern generated via microarray
studies on tumor tissues as well as articles that support
its involvement in HNSCC or report prognostic markers.
As indicated above, the results also include gene ontolo-
gies, metabolic pathways and links to external databases
on expression patterns in normal tissues, somatic muta-
tions in cancer and gene-phenotype or disease associations.
The protein page provides 3D structures and posttransla-
tional modifications, metabolite and protein—protein inter-
actions, expression patterns and drugs for targets of

interest.

Results and discussion

In total, the ‘Neoplasms by site’ search resulted in 1
819931 articles (between 2015 and 1928). Two searches
for ‘Head and Neck Neoplasms’ resulted in 38 862 and
41086 articles (between 2015 and 1945), respectively,
which after gene2pubmed association and exclusion of re-
dundancy, generated a list of 1611 genes. Following a
manual curation, 421 genes not related to HNSCC were
excluded and a list of 1190 genes was obtained. To this
list, 180 among 517 genes identified by HNOCDB and
OrCGDB databases but not detected by our approach
were added after a thorough manual reevaluation, result-
ing in 1370 genes in total. Considering these data, the pre-
cision (specificity) of our automated approach was
estimated in 74%, and recall (sensitivity) was estimated
in 87%. Although these values are satisfactory, they still
need to be improved since not all the genes retrieved by the
approach were considered relevant after manual curation.
In addition, several relevant genes were missed, which indi-
cates that the literature search in future versions of HNdb
have to be expanded to include articles identified through
digital libraries besides PubMed (e.g. Google Scholar,
Web of Science and Scopus) (59-61), and approaches for
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information extraction should be added, such as NLP
based methods.

The analysis of contingency tables constructed using our
PMID sets revealed that, although HNSCCs compared to all
neoplasms (except HNSCC) show genes with differential cit-
ation frequency at the 0.05 level of significance, none of
these genes are exclusively associated with HNSCC. In fact,
established HNSCC genes listed by (10) (CCNDI,
CDKN2A, EGER, MET, PIK3CA, PTEN, SMAD4, TP53)
are also associated with several other tumors (62—-69) and
all are present in our list of HNSCC-related genes. These re-
sults highlight the need of extensive basic and clinical re-
search focused on unique characteristics of this group of

carcinomas.

Table 1. Top HNSCC-related genes

Gene N Gene N  Gene N Gene N
TPS53 122 NOTCH1 13 ALDH2 7 CD4 N
EGFR 101 VEGFC 13 ANXA2 7 CXCL12 5
CDKN2A 77  MTHFR 12 CASP8 7 CXCL14 5
GSTM1 58 RELA 12 CDK4 7 CYP2D6 5
GSTT1 48  TGFB1 12 CSTA 7 DAPK1 5§
CCND1 43 XRCC3 12 CYP1B1 7 ERCC4 5
VEGFA 35 ADHI1B 11 FOXM1 7 ERCCS 5
STAT3 34  MIR21 11 H3F3A 7 FASLG 5§
MMP9 33 MKI67 11 HPSE 7  FGF2 S
GSTP1 32  TERT 11 ITGBI1 7 FN1 N
CD44 31 ADHI1C 10 MDM2 7 HGF N
PTGS2 31 BMI1 10 TIMP3 7 HMGB1 5
XRCC1 31 MLH1 10 XIAP 7 IGF1R N
BIRCS 28 MMP1 10 CASP3 6 IL10 5
HIF1A 28 PECAM1 10 CD82 6 IVL N
TP63 28 RB1 10 CDK2 6 JAG1 5
CDH1 26 CDKN1B 9 CDK2AP1 6 KRT19 5
CYP1A1 24 CTIN 9 CXCLS8 6 LGALS1 5
MMP2 21 HSP90AB1 9 CXCR4 6 MIR375 §
PTEN 20 MET 9 ENG 6 MTR S
ERCC2 19 MMP3 9 EPHA2 6 NME1 S
ERCC1 18  SLC2A1 9  FHIT 6 NQO1 S
CDKN1A 17 SOX2 9 KRAS 6 PARK7 N
AKT1 16 TNF 9 KRT14 6 PCNA N
BCL2 16 AURKA 8 LAMAS 6 PTK2 N
NFKB1 16 DNMT3B 8 MAPK1 6 RHOC S
BSG 15 EPHX1 8 MSH2 6 SMAD4 5
CCR7 15 FAS 8 MTDH 6 SNAI1 S
ERBB2 15 ITGAV 8 PLAU 6 STAT1 N
HSPA1A 15 MGMT § PROMI1 6 TGM3 S
0OGG1 15 MTOR 8§ RADS1 6 TIMP2 S
CYP2E1 14 MYC 8 S100A4 6 TLR4 S
PIK3CA 14 NOS2 8  SKP2 6 TYMS S
TP73 14  RASSF1 8 SRC 6 VCAN S
CTNNB1 13  S100A7 8 ABCB1 5 XPC S
1L6 13 SPP1 8 CA9 5 XRCCS 5
NAT2 13 TWIST1 8 CAV1 N

N = number of PMIDs per gene.

One hundred forty-eight of 1370 genes were linked to
at least five PMIDs and thus were classified as top
HNSCC-related genes, with TP53 and EGFR being the
first two genes of this list (Table 1). These scores for TP53
and EGFR were confirmed by the hypergeometric test
(Supplementary Table 1), and indicate that they represent
the most extensively studied ones and certainly exhibit
relevant results. Regarding the 893 genes mentioned
by only one article, many of them probably have not
yet been completely exploited as potential markers and de-
serve further investigations.

The 1370 HNSCC-related genes showed a heteroge-
neous distribution along the chromosomes (Table 2) and,
as expected, many of them were mapped to known
HNSCC ‘hot spots’ such as 11q13 (70, 71). However, sev-
eral others were mapped to less frequently cited regions.
Approximately 10% were mapped to chromosome 1, 7%
to chromosome 11 and almost the same amount to
chromosome 17, a distribution not correlated with the size
in MB of each chromosome.

To evaluate the performance of our literature mining
approach, we compared our nonredundant list of 1190
genes with the top genes selected in HNOCDB and
OrCGDB (currently frozen) databases. Considering the
same anatomical sites analyzed in the present work,
HNOCDB extracted 133 genes in oral, 14 in tongue, 7 in
hypopharyngeal, 3 in oropharyngeal and 60 in laryngeal
cancers through text-mining. OrCGDB selected 374 genes
involved in oral cancer by searching PubMed abstracts and
MeSH terms. A total of 517 nonredundant genes was iden-
tified by these databases. After a manual curation, 180
genes retrieved from HNOCDB and OrCGDB were added
to our list of 1190 genes. In contrast with these databases,
the present study performed three searches using MeSH
terms and was more stringent by excluding articles that
also analyzed non-HNSCC tumors. Therefore, our gene
list (the largest of the three databases) is more specific and,
therefore, more focused on the tumors of interest. In add-
ition, the IPA showed that the top canonical pathway
associated with our 1190 genes is the Molecular
Mechanisms of Cancer (P = 6.64°¢, overlap 34.5%, 126/
3635), thus supporting their relevance in the neoplastic pro-
cess. Differently, this pathway was not associated with
OrCGDB and HNOCDB genes (7= 3517), which showed
as the top-ranked pathways Aryl Hydrocarbon Receptor
Signaling (P = 1.42E 32, overlap 29.3% 41/140), Bladder
Cancer Signaling (p-value 4.44E 72, overlap 39.1% 34/87)
and Hepatic Fibrosis/Hepatic Stellate Cell Activation
(P = 5.49E %2 overlap 24.6% 45/183). Furthermore,
HNdb is the only database that uses specific MeSH terms
to link genes to literature data on prognosis and outcome
(Supplementary Table 2, also available on the gene results
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Table 2. Distribution of HNSCC-related genes by chromosome band

Chr N % Chr N % Chr N % Chr N % Chr N %
1p12 2 015 3p21-p24 1 0.07 6qlé 1 007 10pll S 036 17pll 2015
1p21-p13 17 119  3p22 4 029 6q21 4 029 10pl13 3022 17pl2 1 007
1p22 3022 3p24 3022 6q22-q24 6 044 10pls-pld S 036 17pl3 14 0.98
1p32-p31 8  0.58 3p2S 7 051 6925 S 036 10qll S 036 17q 1 007
1p36-p34 38 2.66 3p26 2015 6q26 2015 10q21 4 029 17ql1 13 091
1q21 23 161 3ql2.q13 7 051 7pll 2015  10q22 S 036 17q12 s 036
1q21-22 1 0.07 3q21 3022 7pl2 3022 1092326 36 252 17q12-@21 1 0.07
1q21-25 1 0.07 3q22 1 007 7pl3 1007 11pl2-pll 4 029 17q21 25 175
1922-23 4 029  3q23 1007 7pl4 3022 11pl3 30022 17q21-q22 2 0.5
123 9 0.6 3q25-27 9 0.6 7plspl3 5 036 1lplspld 31 217 1722 2015
1q24 1007 3q27 4 029 7p21 S 036 11qll 1 007 17q22-23 1  0.07
125 S 036 3q28-q29 4 029  7p22 6 044 11ql2 4 029 17923 s 036
1q25-q31 2 0.5 4pl4-pl3 1  0.07 7qll 5036 11ql3 30 21 17q23-¢25 1 0.07
1931-q32 6 044 4plS 1 007 7q21 8 058 1lql4-q21 5 036 17q24 s 036
1932 12 088 4pl6 2 015 7q21-q22 3 022 11q22-q23 23 161 17925 13 091
1g32-g41 1 0.07 4qll-ql2 1  0.07 7q22 9 0.66 11q24 2015 18pll 3022
1g41-q42 11 0.77  4ql2 4 029 7q31 9  0.66 12p13-pl2 27 1.89 18qll 3022
143 1 007 4ql2q13 1 007 7q32 S 036 12ql1-q13 23 1.61 18ql2 3022
1943-123 1 0.07  4ql3 9 066 7932-934 1 007 12ql4-q15 9  0.66 18q21 15 1.09
1q44 2 015 4q13-q21 1 0.07 7q34 3022 12q21 S 036 18q22 1 007
2p12 3022 4q21 7 051 7934935 1 007 12922 1 007 18q23 1007
2p12-p11 1 0.07  4q22 3022 7935936 1 0.07 12923 1 007 1912 1 007
2p13 3022 4q23-q25 10 0.70  7q36 30022 12q24 15 1.09 19p13 24 1.68
2p13-p12 1 0.07 4q26 2 015 Spl2pll 6 044 13qllql3 8 058 19ql2 1 007
2pl4 1 007 4q27 2 015 8p2l 8 058 13ql4 S 036 19q13 39 273
2p21 3022 4q28 1 007 8p21pl2 1 007 13q21 1 007 20pl2-pll 3 022
2p21-pl6 1 0.07 4q31 6 0.44 8p22 6 0.44 13q22 3022 20pl3 3022
2p22 30022 4932 2015 8p22-p21 1 0.07 13g31 1 007 20pter-pl2 1  0.07
2p24 2 015 4q34-q35 6  0.44 8p23 8 058 13q33-q34 4 029 20qll 8 058
2p25 2 015  Spl3 5036 8qll 4 029 14qll-ql2 9 0.6 20q12-q13 8  0.58
2q11 2 015  Spls S 036 8ql2 1 007 14q13 3022 20q13 12 0.88
2q12 1 007 5qll 2 015  8ql3 30022 14q22-q23 6 044  21q21 2015
2q13 1 007 5ql2-q13 2 015 8q21 S 036 14q24 S 036 21q22 9 0.6
2q14 2 015 5ql3 2 015  8q22 4 029 14q31-q32 20 1.4  22qll 8 0.58
2q21 3022 Sql4 4 029 8q22-q23 1 0.07 15ql1 1007 22q12 3022
2q22 1 007 5q21-g22 1 007 8q23 S 036 15q12 1 007 22q13 18 126
2q23-24 3 022 5q23 2 015  8q24 16 112 15q13 2015 Xpll s 036
2q31 3022 5q31 12 0.88 9pl2 1 007 15ql4 3022 Xp21 3022
2¢31-g32 1 0.07 Sg31-q32 1  0.07 9pl3 4 029 15q15-21 S 036 Xp22 7 051
2932 2 015 5q32 S 036 9p21 S 036 15922 7 051 Xp22p21 1 0.07
233 4 029 5933 2015 9p22 3022 15q23-24 9 0.66 Xqll 1007
2933-q34 3 022 5q34 3022 9p23-p24 1 007 15¢25-26 7  0.51 Xql2 2015
2q34 2 015 5935 8 058 9p24 3022 16pll 3022 Xql3 1 0.07
235 9 066 6pl2 6 044 9q21 6 044 16pl2 4 029 Xq21-g22 4 029
2q35-q37 1 0.07 6p21 28 1.96 9q22 8 058 16pl3 12 088 Xq23 1007
2q36 2015 6p22 2015 9q31 S 036 16ql2 1 007 Xq25 1007
2q37 16 112 6p23 1 007 9932 2 015  16ql3 4 029 Xq26 5036
3pll 1 007 6p24 4 029 9932-g333 2 015 16q21-q22 12 0.88 Xq28 9 0.6
3pl4 2015 6p2S 2 015 9933 7 051 16923 1 007 ND 4 029
3p21 17 119 6ql4 2015 9934 15 1.09 16q24 4 029

Chr = chromosome band; N (%) = number of genes and percentage; ND = not determined.
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Figure 2. Biological networks according to IPA of 1370 genes related to HNSCC. (A) The canonical pathway ‘Molecular mechanisms of cancer’
and the growing picture of molecular mechanisms in HNSCC: receptor signaling pathways are induced by hormone, growth factors, extracellular ma-
trix proteins or cytokines, leading to the activation of different cytoplasmatic effectors and transcription factors, and promoting cell cycle regulation,
DNA repair, apoptosis, and cell survival and proliferation. (B) Beta-estradiol as an upstream regulator in head and neck tumorigenesis: network en-
riched in transcription factors/regulators (ESR1 and 2, JUN, TP53, NFKB1, RELA, STAT1 and 3, SP1), signal transducers (SMAD3 and 4), DNA repair
protein (BRCA1) and proinflammatory cytokines (IL6, TGFB1, TNF) identified by the present study. Solid arrows =known interactions; dotted
arrows = indirect interactions; inverted triangle =kinase; double circle =complex; circle, ellipse, diamond or square = other; filled shapes=genes
from our list; nonfilled shapes = genes that are part of the network but not part of the list.



Database, Vol. 2016, Article ID baw026

Page 9 of 11

page), facilitating the identification of markers that are
relevant to tumor biology and therapy response.

To investigate the biological meaning of the HNSCC-
related genes, we performed a GO and pathway analyses
using DAVID tools. A total of 1329 DAVID identifiers were
mapped from the list of 1370 genes and similar annotation
terms were clustered into groups, removing redundancy.
More than 500 of annotation clusters were obtained, 86 of
them with enrichment scores >5.0 and Bonferroni corrected
P <0.05 (Supplementary Table 3). The results showed an
overrepresentation of clusters related to tissue development
and differentiation, response to stimulus, signal transduc-
tion, cell proliferation, cell migration, apoptosis, transcrip-
tion and cell adhesion, which are biological processes
relevant to cancer. In addition, the top five canonical path-
ways identified by the IPA for these 1370 genes were
Molecular Mechanisms of Cancer (Figure 2A), Colorectal
Cancer Metastasis Signaling, Role of Macrophages,
Fibroblasts and Endothelial Cells in Rheumatoid Arthritis,
Pancreatic Adenocarcinoma Signaling and IL-8 Signaling
(P=4.90E~ 7', 1.95E 8 7.11E ~ ¢, 5.46E ~ 33, 2.25E ~*5,
respectively), thus strongly validating our strategy and the in-
formative characteristic of the set of genes.

Furthermore, the diversity of results compiled in our
dataset allowed identifying novel and mostly unexplored
gene associations. For example, the DAVID analysis re-
vealed that processes related to response to steroid hor-
mone stimulus were significantly enriched in our list of
genes (enrichment scores=37.99, Bonferroni correction,
Peore=7.50E ~31) and IPA showed beta-estradiol as one of
the top upstream regulators (P-value of overlap
=3.35E " '%%), ranking next to TGFB1, TNF and TPS53
(Figure 2B). Few studies have explored the metabolic path-
ways involved in the response to steroid stimulus in
HNSCC. Egloff and collaborators (72) observed that estro-
gen induces activation of members of the mitogen-
activated protein kinase (MAPK) family in HNSCC cell
lines. The authors also reported evidence that estrogen re-
ceptor and epidermal growth factor receptor cross talk is
present in HNSCC. In turn, Brooks and collaborators (73)
found that increased levels of estrogen receptor § promotes
NOTCH]1 expression and differentiation of HNSCC cells
both in vitro and in vivo. Thus, we demonstrate that a
database integrating multiple types of data greatly expands
the possibilities for gene networks investigation, providing
potential associations to be tested.

Conclusions

Despite the development of tools to mine vast amounts of
genomic data, to our knowledge, there is no initiative to
curate and compile information from literature regarding

genes, proteins, metabolic pathways, diseases, prognosis/
outcomes and drugs associated with HNSCC. The HNdb
is an effort toward this goal and is intended to be an inte-
grated database with rapid and easy-to-use tools that facili-
tate literature and biological data mining to thereby
promote research and generate new insight into the devel-
opment of useful markers for HN cancer.

Supplementary data

Supplementary data are available at Database Online.
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