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Resumo

Nunes RAL. Avaliacdo funcional da via da interleucina-1 em queratindcitos que
expressam 0s oncogenes de HPV [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2020.

Introducéo: A resposta imune desempenha um papel importante na eliminacdo das
infeccdes causadas pelo HPV. Como estratégia de evasdo do sistema imunolégico, o
virus pode modular a producéo e secrecao de citocinas pelas células infectadas. Além
disso, a resposta imune pode contribuir para a criacdo de um quadro de inflamacéo
cronica, que favorece a progressdo das lesdes relacionadas ao virus e o
desenvolvimento do céancer. Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar o papel da
via da interleucina-1, mais especificamente IL-1a, IL-18 e IL-18, importantes citocinas
pro-inflamatorias, no estabelecimento e progressdo dos tumores cervicais. Material e
métodos: Queratindcitos normais e transduzidos com os oncogenes E6 e/ou E7 de
HPV16, além das linhagens tumorais de origem cervical C33, SiHa e Hela, foram
avaliados quanto a expressao (transcritos e proteinas) de IL-1a, IL-1B, IL-18, seus
receptores e antagonistas naturais. O gene codificador de IL-18 foi editado por meio do
sistema CRISPR-Cas9, e as linhagens celulares silenciadas foram avaliadas quanto a
capacidade de invasao, migracao, proliferacdo, viabilidade e inducédo da angiogénese.
Além disso, 62 biopsias provenientes de pacientes diagnosticadas com cancer cervical
avancado foram analisadas por imuno-histoquimica visando a avaliacdo da expressao
de IL-18 nos tecidos tumorais e sua relacdo com o prognéstico. Resultados: Foi
verificado que, embora presente nos queratindcitos normais e transduzidos com o0s
oncogenes do HPV, a expressdo de IL-1a e IL-1B encontra-se drasticamente reduzida
nas linhagens tumorais de origem cervical, ao contrario de IL-18, que permanece sendo
expressa de forma significativa. O silenciamento de IL-18 por CRISPR-Cas9 reduziu a
capacidade proliferativa e de formacdo de colbnias das linhagens tumorais cervicais
HPV positivas, mas associou-se a tendéncia de maior capacidade invasiva e de indugéo
da angiogénese. A andlise imuno-histoquimica das biépsias mostrou que a expressao
de IL-18 na borda dos tumores esta associada a resposta completa ao tratamento e
menor risco de recorréncia linfatica (p=0.027 e p=0.034, respectivamente). Embora néao
se tenha atingido significancia estatistica, observou-se clara tendéncia a maiores taxas
de sobrevida global e sobrevida livre de doenca nos tumores em cuja localizagédo do
infiltrado inflamatorio era peritumoral (p=0.056 e p=0.165, respectivamente). Da mesma
forma, a maior expressao de IL-18 no ndcleo e no citoplasma das células tumorais foi
associada a tendéncia de melhor prognéstico. Conclusdes: Considerando-se o0s
resultados acima expostos, verificou-se que, embora presentes nos queratindcitos
normais e transduzidos com os oncogenes de HPV16, IL-1a, IL-1B, seu antagonista
natural e seus receptores sdo modulados negativamente de forma importante nas
linhagens tumorais de origem cervical C33, SiHa e HelLa. Ao contrério, IL-18, seu
antagonista natural e seus receptores continuam sendo expressos nas mesmas células.
A analise conjunta dos resultados envolvendo as linhagens silenciadas para IL-18 e dos
dados obtidos por imunohistoquimica sugere um papel protetor de IL-18, que deve ser
confirmado por meio da ampliacdo da amostra estudada. Deve ser considerada a
interacdo entre as ceélulas tumorais e 0 microambiente, mais especificamente, neste
caso, o microambiente imune tumoral, no qual IL-18 constitui um importante mediador.
Pretende-se que esta seja a proxima etapa deste estudo.

Descritores: HPV; Resposta imune inata; Interleucina-1; Interleucina-18; Cancer
cervical; Prognastico.



Abstract

Nunes RAL. Functional evaluation of the interleukin-1 pathway in keratinocytes that
express HPV oncogenes [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo”; 2020.

Introduction: The immune response plays an important role in clearing HPV infections.
As a strategy to evade the immune system, the virus can modulate cytokine production
and secretion by infected cells. In addition, the immune response can contribute to
create a chronic inflammatory condition, which can favor the progression of virus related
lesions and cancer development. Objectives: The objective of this study was to evaluate
the role of the interleukin-1 pathway, more specifically IL-1a, IL-13 and IL-18, important
pro-inflammatory cytokines, in the establishment and progression of cervical tumors.
Material and methods: Normal keratinocytes and keratinocytes transduced with HPV16
E6 and/or E7 oncogenes, in addition to the cervical tumor cell lines C33, SiHa and Hela,
were evaluated for the expression (transcripts and proteins) of IL-1a, IL-1(3, IL-18, their
natural antagonists and receptors. The gene encoding IL-18 was edited using CRISPR-
Cas9 system, and silenced cell lines were evaluated for invasiveness, migration,
proliferation, colony-forming capacity and angiogenesis induction. In addition, 62
biopsies from patients diagnosed with advanced cervical cancer were assessed by
immunohistochemistry to assess IL-18 expression in tumor tissues and its relationship
with the patients' prognosis. Results: It was found that, although present in normal and
transduced keratinocytes, the expression of IL-1la and IL-1B is drastically reduced in
cervical tumor cell lines, in contrast to IL-18, which remains expressed in a meaningful
way. IL-18 silencing by CRISPR-Cas9 reduced the proliferative and colony-forming
capacity of HPV-positive cervical tumor cell lines, but was associated with the tendency
towards greater invasive capacity and angiogenesis induction. The biopsies
immunohistochemical analysis showed that IL-18 expression at the edge of the tumor is
associated with a complete response to the treatment and a lower risk of lymphatic
recurrence (p=0.027 and p=0.034, respectively). Although no statistical significance was
reached, there is a clear tendency towards higher rates of overall survival and disease-
free survival in tumors showing peritumoral location of the inflammatory infiltrate
(p=0.056 and p=0.165, respectively). Likewise, the increased IL-18 expression in tumor
cells nucleus and cytoplasm was associated with a trend towards better prognosis.
Conclusions: Considering the above results, it was found that, although present in
normal and transduced keratinocytes, IL-1a, IL-1[3, their natural antagonist and receptors
are significantly negatively modulated in cervical tumor cell lines C33, SiHa and HelLa. In
contrast, IL-18, its natural antagonist and receptors continue to be expressed in the
same cells. Together, IL-18 silenced cells analysis and immunohistochemistry data
suggest a protective role for IL-18, which should be confirmed by expanding the studied
sample. The interaction between tumor cells and the microenvironment must be
considered, more specifically, in this case, the tumor immune microenvironment, in which
IL-18 is an important mediator. This is intended to be the next stage of this study.

Descriptors: HPV; Innate immune response; Interleukin-1; Interleukin-18; Cervical
cancer; Prognosis.
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1. Introducio

O conhecimento acerca das caracteristicas dos tumores evoluiu
significativamente nas dltimas décadas. A composicdo heterogénea e a importancia do
microambiente tumoral s&o, hoje, conceitos muito bem estabelecidos, que influenciam

diretamente o progndstico e a terapéutica do cancer.

O céancer € uma doenca dindmica, o que implica na possibilidade de que sejam
acumuladas varias altera¢des durante sua progressdo. Como resultado, muitos tumores
sdo compostos por subpopulagdes distintas de células, heterogéneas geneticamente, e
que exigem abordagens especificas. Tal conhecimento € fundamental para a reducao

da resisténcia ao tratamento e aumento da efetividade terapéutica [1].

Além de uma populacdo de células tumorais heterogénea, a massa tumoral é
composta por uma variedade de células infiltrantes ndo tumorais, a depender do tipo e
origem do tumor, como fibroblastos, componentes celulares e secretados do sistema
imunolégico e vascular, fatores de crescimento e proteinas de matriz extracelular, que
em conjunto compdem o microambiente tumoral. A interacdo entre células tumorais e
microambiente € determinante para a iniciagdo e progressao do tumor, progndstico e
resposta a terapia. Alguns tratamentos, inclusive, sdo destinados a alvos especificos
como fatores pré-angiogénicos, receptores celulares e blogueadores de checkpoints
imunes [2][3].

Schreiber e colaboradores (2011) publicaram uma revisdo discutindo a dualidade
do impacto do sistema imunoldgico no desenvolvimento e progressdo do cancer:
supressédo e promocao tumoral. Se por um lado a resposta imune é capaz de controlar o
desenvolvimento da doenca, destruindo as células tumorais e inibindo seu crescimento,
pode, por outro lado, promover sua progressao, favorecendo a selecdo de células
refratarias a resposta imune e contribuindo para o estabelecimento de um
microambiente pro-inflamatorio patolégico, que fomenta a instabilidade celular e o

acumulo de alteragcdes ao nivel molecular e tecidual [4].

A atuacdo do sistema imunoldgico € tdo marcante no contexto tumoral que
propriedades como evasdao do sistema imune e promoc¢do da inflamacdo tém sido

consideradas, por muitos pesquisadores, como “Emerging Hallmarks of Cancer” [5].



A diversidade e complexidade do microambiente imune tumoral, variavel entre
diferentes tipos de canceres e, inclusive, heterogéneo dentro do mesmo tumor, no
mesmo individuo, pode justificar os diferentes desfechos obtidos pela imunoterapia, tédo

eficaz para alguns pacientes e minimamente relevante para outros [6].

Certamente, ainda distante da completa compreensdo, mas de inegavel
importancia, a relacao entre carcinogénese e resposta imunolégica constitui um campo
fértil para a pesquisa bésica e clinica, fonte promissora de novos biomarcadores e

opcoOes terapéuticas.

1.1. Cancer do colo do utero

O céancer do colo do utero € o quarto tipo de tumor mais frequente em mulheres
em todo o mundo, com cerca de 570 mil novos casos em 2018 (6,6% de todos 0s casos
de cancer em mulheres). Em 2012 foram registradas 266 mil mortes em decorréncia do
cancer cervical, o equivalente a uma morte a cada 2 minutos, das quais 90% ocorreram
em paises em desenvolvimento. Em 2018, o numero de mortes registradas foi de 311
mil [7][8].

A infeccao persistente por alguns tipos de Papilomavirus Humano (HPV) de alto
risco oncogénico € comprovadamente uma causa necessaria, embora nao suficiente,
para o desenvolvimento de lesdes pré-malignas e malignas da cérvice uterina, além de
relacionada a uma fracdo das neoplasias de vulva, vagina, anus, pénis e orofaringe.
Dessa forma, a vacinacdo e o rastreamento precoce das lesdes sédo formas eficazes de

prevencgao [9].

Nos paises desenvolvidos, a efetividade dos programas de Saude Publica
possibilita agbes preventivas que incluem a vacinacdo e o rastreio de lesdes pré-
malignas, de relativamente facil tratamento, capazes de prevenir até 80% dos casos de
cancer cervical. Um exemplo bem sucedido e consolidado de vacinagédo contra o HPV é
0 programa australiano, um dos paises pioneiros na implementacdo de estratégias
publicas de prevencédo contra a infeccdo, e o primeiro a criar um Programa Nacional de
Vacinacao para meninas e mulheres jovens, posteriormente expandido para meninos,
cuja expectativa € a eliminacdo da infec¢cdo associada aos tipos virais incluidos na

vacina, dentre os quais estdo os HPV de alto risco oncogénico [8][10].

Nos paises em desenvolvimento, no entanto, o acesso limitado da populacéo, em

especial a mais carente, aos programas de prevencdo e rastreamento, culmina na
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deteccao tardia do cancer do colo do Gtero, cujo tratamento € mais complexo e menos

eficaz, elevando as taxas de mortalidade relacionadas [8].

No Brasil, aproximadamente 16 mil novos casos de cancer cervical foram
diagnosticados em 2018, configurando o segundo tipo de cancer mais frequente em
mulheres entre 15 e 44 anos no pais. Em 2017 foram mais de 6 mil mortes registradas
[11].

A vacina quadrivalente contra o HPV foi introduzida no Programa Nacional de
Vacinacao brasileiro em 2014, destinada as meninas com idade entre 9 e 13 anos, e
ampliada para meninos de 11 a 13 anos em 2017. Neste periodo, a cobertura vacinal
cumulativa foi de 45,1% para duas doses e 72,4% para ao menos uma dose. No caso

dos meninos, a cobertura para ao menos uma dose foi de apenas 20,2% [12][13].

Apesar dos indices satisfatorios de vacinacdo contra o HPV observados nos
paises mais desenvolvidos, apenas 12% das adolescentes haviam sido vacinadas entre
2006 e 2014 no mundo. A populacéo dos paises em desenvolvimento, principalmente na
Africa e Asia, atingidos pelas maiores taxas de incidéncia e mortalidade do cancer
cervical, permanecem vulneraveis. Nesse cendrio, a vacinacdo pode ser a principal
estratégia para reduzir as desigualdades relativas a ocorréncia do cancer do colo do

Utero e demais doencas relacionadas ao HPV [14].
1.2. Papilomavirus Humano (HPV)

1.2.1. Estrutura da particula viral e organizacdo do genoma do HPV

Os papilomavirus sado pequenos virus ndo envelopados. O capsideo, de simetria
icosaédrica, mede cerca de 55nm e consiste de 360 copias, arranjadas em 72
pentameros da proteina principal L1, e aproximadamente 12 moléculas da proteina L2
(Figura 1) [15][16].
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Figura 1 - Papilomavirus Humano. Da esquerda para a direita: Renderizacdo atébmica de um
capsideo derivada da reconstrucdo da imagem obtida por microscopia crioeletrdnica do HPV16;
Diagrama esquematico representando os 72 capsémeros do HPV; Micrografia eletrénica de contraste
negativo do HPV (barra 100nm). ICTV, 2019 [15].

Cada particula viral contém uma Unica copia de DNA de dupla fita circular de
aproximadamente 7.500pb [15]. O genoma esta estruturado em trés regides principais:
regido precoce (E), que contem genes que codificam proteinas importantes para o ciclo
de replicacao viral e para o processo de transformacao celular, a saber: E1, E2, E4, ES5,
E6 e E7; regido tardia (L), que codifica as proteinas L1 e L2 do capsideo; e regido longa
de controle (LCR ou URR), porcao nao codificadora que contém a origem de replicacao,
sitios de ligacdo de fatores de transcricdo, e controla a transcricdo de genes virais e a
replicacdo do DNA viral (Figura 2) [17][18].

URR: origin of replication, E6 E7 E1: Viral DNA replication and transcription
transcription factor-binding URR

sites and gene expression
control

E2: Viral DNA replication, apoptosis,
transcriptional repressor of E6/E7

L1: Major capsid protein E4: viral DNA replication

ES: cell proliferation, alteration of signaling
E1 pathways (EGFR), immune recognition ( MHC)
and apoptosis

L2: Minor capsid protein

E6: p53 degradation, alteration of cell cycle
regulation, apoptosis resistance chromosomal
instability and cell immortalization (TERT)

E7: pRB degradation, re-entry into S-phase cell
cycle, p16 realize and overexpression,
L2 ES5 E2 chromosomal instability

Figura 2 - Estrutura do genoma do HPV. Sanjosé et al., 2018 [18].
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1.2.2. Classificacdo dos Papilomavirus Humanos

Os HPVs pertencem a familia Papillomaviridae. Até o momento, foram
identificados mais de 200 tipos, agrupados nos géneros Alpha-, Beta-, Nu-/Mu- e
Gamma- papillomavirus de acordo com a sequéncia do genoma viral e tropismo pelos
tecidos epiteliais humanos. De forma geral, os tipos relacionados a ocorréncia de cancer
anogenital pertencem ao género Alpha-papillomavirus, enquanto os pertencentes aos
géneros Beta- e Gamma-papillomavirus cursam, geralmente, com infeccdes
assintomaticas, embora possam, mais raramente, estar associados ao desenvolvimento
de tumores (Figura 3) [16][18].

Alpha-papilomavirus

Mucasos e cuténecs Leslies

banignas Nio
associados

Inciuem HPVS mucosos an
com cAncee

de alio reco, sssocados
80 cAncer corvicsl & de
baixo risco, associados a
luades benignas. Incluem
também Spos cuténeos
de baixo risco (verrugas
de pele). DNA de HPYV
de baixo risco pode ser
enconndo, raramante.
em lesSes tumorss

Mu-papifomavirus
Cuténeos

Nu-papiiomavirus
Cutéinecs

! = L..“ 100y oa
J s

incluem HPVs cuzénecs
de a0 & baxe rsco
Tipicamente associados
& nlecsdes om
Imanocomprometicos
Infacqdes parsatentss
podam pradispor ao
clncer de pale

Gamma-papiomavirus
Cuténeos

Les3es bervgras.
Cuténeos e orals

Beta-pepilomavirus (evertusimente)

Cutdneas

Figura 3 - Classificacdo dos HPVs. Adaptado de Doorbar et al., 2012 [17].

Os HPVs sao classificados em alto e baixo risco, conforme descrito na tabela 1.
De acordo com a International Agency for Research on Cancer (IARC), os HPVs de alto
risco, dentre os quais 0os mais prevalentes sdo o HPV16 e 18, estdo entre os agentes
infecciosos classificados como carcinégenos pertencentes ao grupo 1 (que apresentam
evidéncias suficientes entre a exposi¢cdo ao agente infeccioso e a ocorréncia do tumor).

Os HPVs de baixo risco, dentre os quais estdo o HPV 6 e 11, estdo geralmente
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associados as patologias benignas causadas por estes virus, como verrugas genitais
[18][19].

Tabela 1 - Classificacdo dos HPVs de acordo com o risco oncogénico e doencgas associadas (IARC)

Papilomavirus Humano Genotipos Doencas associadas

Lesbes precursoras e cancer

HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, T : P
cervicals, anais, vaginais, vulvares,

HPV de alto risco

L penianos e orofaringeos
. . Verrugas genitais, papllomatose
HPV de baixo risco HPV 6, 11 respiratoria recorrente
Provavelmente carcinogénicos HPV 68 Cancer cervical
Carcinoma escamoso de pele em
Possivelmente carcinogénicos HPFV 5, B pacientes com epidermodisplasia
vernuciforme
Possivelmente carcinogénicos bl e B a e e e Incerto

73,82, 85,87
Fonte: Adaptado de Sanjosé et al., 2018 [18].

1.2.3. Ciclo de Replicacdo do HPV

Na maioria dos casos, o ciclo de replicacdo do HPV tem inicio com a infec¢do da
camada basal do epitélio estratificado, a qual o virus tem acesso através de microlesdes
epiteliais geralmente originadas durante o coito. Dessa forma, é possivel a ocorréncia de
infeccdo produtiva, que culmina na liberacao de novas particulas virais, e € dependente

do completo programa de diferenciacdo dos queratindcitos [18][20].

Apés a infeccdo das células da camada basal do epitélio, ocorre a amplificacéo
do DNA do HPV de forma independente do ciclo celular, originando cerca de 50 a 100
copias, mantidas na forma epissomal, em numero constante, e com minima expressao
do genoma viral [17]. Nesta etapa do ciclo de replicacdo, a expressao dos oncogenes

E6 e E7 é rigorosamente controlada.

Quando os queratindcitos infectados migram para o0 compartimento de
diferenciacéo do epitélio, a replicacdo e expressdo do genoma viral, que incluem tanto
genes precoces quanto tardios, acontece de forma intensa, originando milhares de
copias por célula. A montagem das particulas virais acontece nas camadas mais
superficiais do epitélio, a partir das quais as novas particulas virais sao liberadas,

podendo, inclusive, infectar os tecidos adjacentes (Figura 4) [17][21][22].
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Figura 4 — Ciclo de replicagdo do HPV. Kahn, 2009 [22].

1.2.4. Carcinogénese mediada pelo HPV

Na grande maioria das vezes, a infec¢ao pelo HPV n&do implica na transformacao
maligna do epitélio. Quando isso ocorre, no entanto, o papel desempenhado pelas
oncoproteinas virais E6 e E7 € fundamental para processo tumoral [18][20]. Ao contrario
do observado nos HPVs de baixo risco, raramente associados aos processos
neoplasicos, as oncoproteinas dos tipos de alto risco estdo claramente associadas a
inducao da proliferagéo celular nas camadas basais e parabasais [17].

Enquanto os HPVs de alto risco sdo majoritariamente encontrados nas lesdes de
alto grau e tumores, os de baixo risco predominam nas lesées ndo malignas e verrugas
genitais. Ja foi demonstrado que apenas as proteinas E6 e E7 de HPV de alto risco séao

capazes de imortalizar células humanas in vitro [23].

Ao nivel molecular, E6 e E7 contribuem para a carcinogénese principalmente
através da inibicdo das proteinas supressoras de tumor p53 e pRB. Dessa forma, a
infeccdo viral compromete a apoptose e desregula o ciclo e a proliferacdo celular. A

oncoproteina E6 também atua promovendo a atividade da telomerase, enquanto E7
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aumenta a instabilidade genémica. Em conjunto, as oncoproteinas virais favorecem a
transformacéo da célula [18]. Cabe ressaltar o impacto da integracdo do genoma viral no
processo de transformacgdo celular, que geralmente implica na inativacdo de E2,
principal proteina envolvida no controle da expressdo de E6 e E7 [22][24]. A figura a
seguir resume a atuacdo dos oncogenes dos HPVs de baixo e alto risco na infeccéo e

transformacéo do epitélio (Figura 5):

EPITELIO NAO INFECTADO INFECCAO POR HPV DE BAIXO INFECCAO POR HPV DE ALTO
RISCO RISCO
e I repsmen
[o=] Sk -, T W
Mg a2 oy Lo [o9] o= e
o o S0 drgrntmon 22 =5
IS -7 | e |
-k T ..g.- < e N y:... — e \
e v TR
Do @ .=
i 9‘ st S Fhase
Prolifera¢do e entrada no ciclo celular Expressdo de E6/E7 estimula a entrada no Expressdo de E6/E7 estimula a entradano
apenas nas camadas basal e parabasal, ciclo celular (mas ndo a proliferagdo) nas ciclo celular e a proliferagdo nas camadas
estimulada por fatores de crescimento. Ndo camadas superficiais do epitélio, permitindo inferiores e intermediarias do epitélio,
ha replicagdo celular nas camadas a amplificagdo do genoma viral. favorecendo o processo neoplasico. Assim
superficiais do epitélio. como na infec¢do por HPV de baixo risco,
0s oncogenes estimulam a entrada no ciclo
celular nas camadas mais superficiais,
permitindo a amplificagdo do genoma.

Figura 5 — Atuacdo dos oncogenes E6 e E7 de HPV de baixo e alto risco na infec¢éo e
transformacéo do epitélio em comparacdo com o tecido ndo infectado. Adaptado de Doorbar et
al., 2012 [17].

1.2.5. Alteracoes intraepiteliais associadas a infeccao persistente pelo HPV

A progressdo desde a infec¢do pelo HPV até o desenvolvimento do cancer
cervical € caracterizada por alteracGes intraepiteliais. As neoplasias intraepiteliais
cervicais (NIC) representam alteragBes histologicas no tecido epitelial, potencialmente

precursoras do cancer de colo do utero [25].

De acordo com o grau de comprometimento do epitélio, sdo classificadas em
NIC1, 2 e 3. As lesdes de grau 1 sdo caracterizadas por displasia leve e presenca de
anormalidades no terco inferior do epitélio. As NIC2 apresentam displasia moderada e
anormalidades celulares nos dois tercos inferiores do epitélio. Displasia severa e
alteracbes em praticamente toda a camada epitelial caracterizam as NIC3 (Figuras 6 e
7) [22][26][27].

Entre 70 a 90% das neoplasias intraepiteliais de grau 1 regridem
espontaneamente, independentemente do tratamento, e a evolucdo para lesdes de
maior grau é rara. As lesfes de grau 2 apresentam-se de forma muito heterogénea entre

as pacientes, tanto do ponto de vista histol6gico quanto prognéstico, e podem tanto
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regredir (a maioria) quanto progredir. H4, inclusive, um debate sobre se as NIC2 devem

ser consideradas como lesdes de baixo ou alto grau [25].
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Figura 6 — Alteragdes intraepiteliais associadas a infeccdo pelo HPV (representacdo grafica).
Mariewheeler, 2008 [25].

Figura 7 - AlteracBes intraepiteliais associadas a infeccdo pelo HPV (cortes histologicos
corados com hematoxilina e eosina). A) NIC1; no detalhe, altera¢des celulares no tergo inferior do
epitélio cervical. B) NIC2; no detalhe, alteragBes celulares nos dois tergos inferiores do epitélio
cervical. C) NIC3; no detalhe, alteragcfes celulares em toda a extensao do epitélio cervical. D) Epitélio
normal. Adaptado de O’Leary et lal. 2018 [27].

1.3. Histéria natural da infec¢céo pelo Papilomavirus Humano

A transmissdo do HPV é predominantemente sexual. De forma geral, as
infeccdes sao assintomaticas e transitorias, eliminadas naturalmente pelo sistema imune
do hospedeiro dentro de 1 a 2 anos. No entanto, uma pequena fracdo das infecgcbes, em
especial as causadas por HPVs de alto risco oncogénico, podem persistir e contribuir
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para o acumulo de alteragcdes moleculares associadas ao desenvolvimento de lesdes

intraepiteliais e cancer [18][19][28].

7

A maioria das mulheres é infectada no inicio da vida sexual, e o pico de
prevaléncia ocorre por volta dos 25 anos de idade, apresentando uma queda

significativa apos esta faixa etaria.

Estudos transversais tém apontado para a existéncia de um segundo pico de
incidéncia de infeccdo em mulheres de idade mais avancada, periodo que também
coincide com a ocorréncia maxima de lesGes de alto grau e pré-cancer decorrentes de
infeccBes persistentes adquiridas no inicio da vida sexual. Um platd representativo da
ocorréncia de cancer invasivo pode ser observado, principalmente, a partir dos 40 anos
de idade (Figura 8) [29][30].
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Figura 8 - Prevaléncia da infec¢céo pelo HPV e les6es associadas. Schiffman et al., 2016 [30].

Além da infeccdo pelo HPV, predominantemente os tipos de alto risco oncoldgico,
a contribuicdo de determinados cofatores é fundamental para a persisténcia viral e
progressdo das lesfGes associadas. Tais variaveis podem ser inerentes ao virus, ao
hospedeiro, ou de natureza comportamental, e incluem: caracteristicas genéticas e
epigenéticas dos diferentes tipos de HPV; persisténcia viral; resposta imune do
hospedeiro; fatores comportamentais como fumo; multiparidade; e uso prolongado de
contraceptivos orais [30][31][32][33].
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O HPV esta associado, virtualmente, a 100% dos tumores cervicais, € a uma

proporcdo importante dos tumores de cabeca e pescoco, vulva, vagina, pénis e anus,

conforme apresentado na tabela 2 [34].

Tabela 2 — Fracao dos tumores atribuida ao HPV

Type of studies used for AF Laboratory method Population and AF (95% CI)
estimation
HPY (high- risk types)§
Corvie uteri cartinoma (C53) Case control DNA PCR Weeld: 100%
Pende cranomat ((50) Case-controt DINA PCR World: 51% (47-55)
Anal carcimoma't (C21) Case-control DNA PCRwith p16™ World 88% (85-91)
Viuvar caronoma | (C51) Casecortrol DNA PCR with p1§™= Age 15-54 yoars: 48% (42-54)
Age 55-84 years. 28% (23-33)
Age £65 years: 15% (13-18)
Vaginal carcimomat (C52) Casecontrol DNA PCR World 78% (68-26)
Caranoma of the oropharyre, mcfuding toruls  Case-control PCR for DNA ad HIV EG/ET mBNA expresson North Amenca: S1% (41-57)
and base of tongue? (C01, (09-30) Northwest Europe: 42% (34-47)
East Europe: 50% (29-57)
South Europe: 24% (17-30)
Chira: 23% (17-27)
Japan: 46% (39-59)
India: 2I% (5-44)
South Korea: 60 (46~70)
Australia 41% (32-47)
Elvwhare: 13% (5-23)
Cancer of the orall cavityt (C02-06) Case-control PCR for DNA and HIV E6/E7 mRNA cxpression World 43% (325 7)
Laryngeal cancer (C32) Case-controd PCR for DNA and MV E/E7 mRNA expression World 4 6% (33-61)
AFsantibntable fraction $PV b BV Epaten- Saer virus "W seia 1Thess sbitypes wore not disectly avadlablie in GLOBOCAN 2012, tharefom, dats from the Cancer incidence in

nu(mm;(&x;&nbcm'-:'.‘- the
& AR PRI

Fonte: Plummer et al., 2016 [35].
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1.5. Respostaimune ainfeccdo pelo HPV

As infec¢Oes virais, de forma geral, sdo bastante imunogénicas, em especial as
liticas. O HPV, no entanto, exibe mecanismos de evasdo da resposta imune que
possibilitam o estabelecimento de infeccdo persistente, permitindo que o ciclo de
replicacao viral, relativamente lento, possa ser completo. Em determinadas situacoes, a
persisténcia viral pode cursar com alteragBes histologicas caracteristicas de lesdes

epiteliais de baixo e alto graus e cancer [36].

Tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa, estdo envolvidas no controle
da infeccéo pelo HPV, representadas por citocinas e quimiocinas, células imunes inatas,
células T e anticorpos. Ainda que passiveis de persisténcia por longos periodos (em
média 1,5 ano), a maioria das infecgcbes é eliminada pelo sistema imunoldgico do
hospedeiro, e apenas uma minoria dos individuos infectados evolui com quadro de

cancer [37].
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1.5.1. Mecanismos imunes de controle da infeccdo pelo HPV

Embora possam persistir por varios anos em alguns individuos, permitindo a
promocao de alteragdes celulares mediadas pelas oncoproteinas virais, as infeccdes
pelo HPV, na grande maioria das vezes, sado transientes, eliminadas apods alguns meses
pelo sistema imune do hospedeiro. Cerca de 90% dos individuos imunocompetentes

elimina a infec¢do dentro de trés anos, e apenas 1% desenvolve cancer cervical [38].

Dentre as células apresentadoras de antigenos (APCs), as células de
Langerhans (LCs), altamente especializadas, sdo as que detém maior acesso ao
epitélio, sendo, portanto, capazes de detectar a producdo das proteinas virais. As
demais APCs, incluindo células dendriticas (DCs) e macrofagos, localizadas
predominantemente na derme, tém acesso restrito ao virus, cujo ciclo de replicagdo é

epitélio-dependente [39].

Cabe ressaltar, também, que os proprios queratinécitos, células-alvo da infecgcéo
pelo HPV, sdo considerados células imunes ndo profissionais, aptas, por exemplo, a
producdo de diversas citocinas importantes. Ainda assim, alguns dos mecanismos de
evasao do virus incluem a reducéo da capacidade de ativacdo da resposta imune pelas
LCs e da expressao de E-caderinas, o que leva a diminuicdo da populacdo de LCs no
epitélio [39][40][41].

As APCs deslocam-se até os linfonodos, onde os antigenos virais séo
apresentados via complexo de histocompatibilidade principal de classe 2 (MHC lI),
promovendo a diferenciacéo de linfocitos TCD4+ em linfécitos T helper (Th) e ativando a
resposta imune adaptativa. Os linfocitos Th ativados diferenciam-se em Thl ou Th2,
funcionalmente envolvidos na resposta imune mediada por células ou na resposta imune
humoral, respectivamente. Soma-se a isso a ativagdo de DCs e macréfagos pela ligagéo
de componentes virais, como DNA de fita simples, RNA ou motivos CpG, aos receptores
do tipo Toll (TLRs), estimulando a expressdo de genes e a producdo de citocinas
inflamatdérias como interleucina-1 (IL-1), interleucina-18 (IL-18), interleucina-6 (IL-6),
interleucina-12 (IL-12) e fator de necrose tumoral (TNF), também fundamentais para a

resposta adaptativa [39].

Linfocitos TCD8+ também séo ativados via MHC de classe |, por intermédio das
mesmas DCs, diferenciando-se em linfocitos T citotdxicos (CTL) que, na presenca de
citocinas Thl (IL-2, IL-12 e IFN-y), tornam-se células T efetoras, capazes de eliminar

células que expressam os antigenos do HPV, inclusive tumorais [39][38].
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A resposta humoral direcionada contra o HPV envolve a estimulagéo de células B
de memoaria pela interacdo direta, via CD-40, com linfocitos Th2 ou, indiretamente, pela
acao de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-6. Os linfocitos B diferenciam-se em plasmaécitos,
capazes de produzir anticorpos contra proteinas do HPV como E2, E4, E6, E7, L2 e,
principalmente, L1. No entanto, os niveis de anticorpos produzidos apés a infeccéo
natural pelo virus sdo geralmente baixos, podendo ndo ser detectaveis em todos os
individuos. Ao contrario, os anticorpos anti-L1 (neutralizantes), produzidos apés a
vacinacao profilatica com virus-like particles (VLPs), sdo detectados em maior nimero e
por um periodo muito superior [42].

1.5.2. HPV: mecanismos de evasdo da resposta imune

Uma das principais caracteristicas do HPV € a capacidade de causar infeccbes
persistentes, para a qual contribuem varias caracteristicas do ciclo de replicacao viral,

bem como sua interacdo com as células epiteliais e componentes do sistema imune.
1.5.2.1. Mecanismos inerentes ao ciclo de replicacdo viral

As caracteristicas do ciclo de replicacdo do HPV contribuem para que a infec¢éo
seja menos perceptivel ao sistema imunoldgico do hospedeiro. A expressédo dos genes
precoces virais, inclusive dos principais oncogenes E6 e E7, é estritamente controlada,
tanto ao nivel transcricional quanto traducional, ao menos no inicio da infec¢do. A
progressdo da doenca e a integragdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro,
geralmente acompanhada da ruptura do gene E2, leva a maior expressao dos genes

precoces, e nesta etapa, maior producdo de imundgenos virais [24].

Outros fatores importantes incluem o fato de que a maior expressédo das
proteinas do HPV, bem como a liberacdo dos virions, acontecem nas camadas mais
superficiais do epitélio, onde o acesso dos componentes imunoldgicos é menor. Além

disso, a infec¢ao nao provoca lise celular [20].
1.5.2.2. Alteracéo da expresséo génica das células hospedeiras

Ja foi descrita a relacdo entre o HPV e alteracbes nos padrdes de metilagédo
génica e modificagdo de histonas. A oncoproteina E7 pode associar-se, por exemplo, a
DNA metiltransferase | (DNMT1), ativando-a [43]. A hipermetilacdo geralmente implica
na reducdo dos niveis de transcricdo, como observado no caso do promotor de
CXCL14, uma importante quimiocina envolvida na atracao de células natural killer (NK),

linfécitos T e DCs [44]. E7 também pode levar a hipermetilagdo do promotor de E-
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caderina, proteina envolvida na adesédo celular e na migracdo das DCs através do
epitélio [45]. E6 pode interferir na transcricdo de Interferon-k (IFN-k) em queratindcitos e

DCs, comprometendo, também, a resposta antiviral [46].

Outro importante mecanismo epigenético € a modificacdo de histonas. Foi
descrito que a proteina E7 de HPV38 e HPV16 reduz a expressao de Toll-like receptor 9
(TLR9) ao recrutar proteinas que interferem na metilagdo e acetilacdo de histonas. O
resultado é a menor capacidade de detec¢cdo do DNA viral pelas células infectadas
[47][48].

1.5.2.3. Interacgdes entre proteinas virais e celulares

Os queratinécitos sdo considerados células sentinelas do sistema imunolégico,
nao somente pelo seu papel estrutural na constituicdo da pele, primeira barreira do
organismo a entrada de patégenos, mas também por produzirem grande variedade de
receptores, fatores de transcri¢do, citocinas, entre outras moléculas capazes de ativar a
resposta imune. Neste contexto, ja foi descrita a interacdo de E6 e E7 de HPV16 e 18
com os fatores de resposta a interferons (IRFs) e com o sistema cyclic guanosine
monophosphate-adenosine monophosphate syntase-stimulator of interferon genes
(cGAS-STING), comprometendo a expressdo dos genes induzidos por IFN. Cabe
ressaltar que a sinalizacdo via IFN tem importante papel na resposta antiviral
[49][50][51][20].

1.5.2.4. Processamento de antigenos

Foi referida a interferéncia das oncoproteinas de HPV16 e 18 em diversas etapas
do processamento de antigenos, desde a formacdo do imunoproteassoma, transporte
dos peptideos processados até o reticulo endoplasmatico, clivagem e apresentacao via
HLA, provocando efeito direto na resposta citotoxica especifica contra o virus mediada
por linfécitos T CD8" [52][53][54][55].

1.5.2.5. Acéo sobre células do sistema imunolégico

Estudos mostraram que HPV virus-like particles (VLPs) ndo foram capazes de
ativar LCs de forma efetiva, com consequente comprometimento da resposta mediada
por linfécitos T CD8" [56][20]. Também foi observado que o virus pode modular a
producdo de citocinas envolvidas na polarizacdo Thl1l/Th2 da resposta imune.
Aparentemente, hd o predominio da resposta Th2 no estagio inicial das lesdes

associadas ao HPV, concomitantemente a reducdo das respostas Thl mediadas por
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IFN, favorecendo a persisténcia e progressao da doenca. Nas lesdes intraepiteliais de

alto grau, ambas as respostas sdo observadas de forma néo coordenada [57].

No que tange aos tumores associados ao HPV, assim como observado em outros
tipos de cancer, pode ser observado um microambiente composto por células e citocinas
de fendtipo imunossupressor, como macréfagos associados a tumor (tumor associated
macrophages — TAMSs), células supressoras de origem mieloide (myeloid-derived
supressor cells — MDSCs) e células T regulatérias (Tregs), além de interleucina-10 (IL-
10) e fator beta de crescimento tumoral (tumor growth factor-beta — TGF) [58][59].

1.6. Inflamacéo e cancer

Em condi¢cdes normais e bem reguladas, a inflamacao é benéfica e fundamental
para o controle de infecgbes e danos celulares, e pode atuar de forma antitumoral. No
entanto, quando cronico, o processo inflamatdrio € potencialmente pré-tumoral,
predispondo as células a transformacéo através da inducéo de instabilidade gendmica e
alteracdes epigenéticas, promocdo da angiogénese e da proliferacdo celular,
favorecendo a iniciacdo e progressao tumoral, além do desenvolvimento de metastases
(Figura 9) [60].
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Figura 9 - Diferentes desfechos da inflamacédo e interacdo entre mediadores inflamatdrios e
tumorais Greten et al., 2019 [61].
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Deve ser considerado que o microambiente tumoral € muito complexo. A
interacdo entre células tumorais, células imunes e demais componentes celulares e
soliveis do microambiente tumoral provoca alteracBes fenotipicas e funcionais
constantes. A depender de tais interacdes, o desfecho da resposta pode ser anti ou pro-

tumoral [61].

1.7. Viadainterleucina-1

A familia da Interleucina-1 (IL-1) compreende 11 ligantes e 10 receptores (Tabela
3), sendo os ligantes codificados, em humanos, por 11 genes distintos (IL1A, IL1B,
ILIRN, IL18 e IL1F5 a IL1F11) [62]. A nomenclatura inicial baseava-se no termo “IL-1
family”, e as citocinas foram identificadas como IL-1F1 a 11. Em 2010, Dinarello e
colaboradores, considerando a semelhanca entre sua ligacdo aos receptores e
sinalizacdo, propuseram uma nova nomenclatura, de acordo com a qual IL-1F1 a IL1-
F11 foram designadas, respectivamente, como IL-1qa, IL-1B, IL-1Ra, IL-18, IL-36Ra, IL-
36a, IL-37, IL-368, IL-36y, IL-38 e IL-33 [63]. A representacdo estrutural basica dos

ligantes € apresentada na figura 10.

Tabela 3 — Familia da interleucina-1 (ligantes e receptores)

IL-1 family  Specific receptor Coreceptor Function

IL-1a, IL-1  IL-1RI IL-1R3 Pro-inflammatory
IL-1B IL-1R2 IL-1R3 Anti-inflammatory
IL-1Ra IL-IR1 NA Anti-inflammatory
IL-18 IL-1RS5 IL-1R7 Pro-inflammatory
IL-33 IL-1R4 IL-1R3 Pro-inflammatory
IL-36a, B,y IL-IR6 IL-1R3 Pro-inflammatory
IL-36Ra IL-1R6 IL-1R3 Anti-inflammatory
IL-37 IL-1RS IL-1R8 Anti-inflammatory
[L-38 IL-1R6 IL-1R9 Anti-inflammatory

*NA: N&o se aplica.
Fonte: Dinarello, 2018 [62].
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® ] cus e 155

Figura 10 - Subfamilias da IL-1. S8o representados os precursores de cada citocina, seguidos pelo
namero de aminoacidos a direita. S&o indicadas as sequéncias consenso (AXD), bem como os 9
aminoacidos que as precedem. A regido N-terminal é indicada pela barra vertical. IL-1Ra apresenta
um peptideo de sinal, e é diretamente secretada. Dinarello, 2018 [62].

A principal fungéo desta familia de citocinas é participar do controle das reacfes
pré-inflamatorias desencadeadas, por exemplo, por padrées moleculares associados a
patdgenos (pathogen-associated molecular patterns — PAMPSs), como produtos de
origem bacteriana ou viral, ou padrdes moleculares associados a danos (damage- or
danger associated molecular patterns — DAMPSs), liberados por células submetidas a

algum tipo de dano ou injaria [64].

A participagdo dos membros da familia da IL-1 no processo de recrutamento dos
componentes do sistema imune em resposta a danos ou infeccdes € associada a
homologia entre seus receptores e os receptores do tipo Toll (TLR), o que caracteriza

estas citocinas como importantes componentes da resposta imune inata [62].

O dominio intracitoplasmatico do receptor do tipo | de IL-1 (IL-1R1), denominado
Toll interleukin-1 receptor (TIR) domain, é muito semelhante estrutural e funcionalmente
ao observado nos receptores do tipo Toll. A ativagdo de ambos induz, como resposta, a
producdo de citocinas, quimiocinas, ciclooxigenase-2 (COX-2), moléculas de adeséo,
oxido nitrico (NO), entre outras moléculas [62]. As vias de sinalizacdo intracelular
iniciadas pela ativacdo dos receptores da familia da IL-1 e TLR é apresentada na figura
11.
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Figura 11 - Mapa da cascata de sinaliza¢&o de IL-1, IL-18 e TLR. O’NEILL & BOWIE, 2007 [65].

1.7.1. Interleucina-1 alfa e interleucina-1 beta

As citocinas da familia da IL-1 sdo importantes mediadores da inflamacéo,
principalmente da resposta imune inata. O envolvimento de IL-1a e IL-1B (pro-

inflamatorias) em doencas de base inflamatdria, autoimunes e cancer ja foi descrito [64].

Os genes que codificam para IL-1a e IL-1B localizam-se em sequéncia, no
cromossomo 2. Embora com homologia menor que 30%, apresentam estrutura
tridimensional semelhante, ligam-se aos mesmos receptores de superficie celular e
medeiam atividades biolégicas similares. Sdo produzidas, principalmente, por monécitos
e macrofagos ativados, além de neutrofilos, queratinécitos, linfocitos, células do musculo

liso, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais [66].

Ambas as citocinas sao sintetizadas na forma de seus precursores de 31kDa. A
maturacdo do precursor de IL-1B para sua forma ativa de 17kDa ocorre pela acdo da
caspase-1, regulada por um complexo proteico multimérico citosélico chamado
inflamassoma. O inflamassoma é composto pela caspase-1, pela proteina adaptadora
ASC, e por um dominio proteico pertencente a familia dos NOD-like receptors (NLR),

ativado por padrdoes moleculares de dano celular ou associados a patdgenos [67][68].
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Em contrapartida, IL-1a parece n&o requerer a ativagdo do inflamassoma, e tanto
seu precursor quanto a forma clivada apresentam atividade [66] [68]. Embora a maioria
das células ndo produza IL-1a constitutivamente em condigbes normais, os
queratindcitos sdo uma excecdo, e podem armazenar esta citocina em quantidades

importantes, disponiveis para liberacao local em caso de infecgéo ou leséo [69].

Enquanto IL-1a é encontrada principalmente associada a membrana, embora a
secrecdo desta citocina tenha sido relatada por alguns autores [69], IL-1B apresenta
atividade autécrina, paracrina e sistémica. Ambas as citocinas compartilham os mesmos
receptores: receptor do tipo | de interleucina-1 (IL-1R1), constitutivamente expresso em
diversos tipos celulares; e o receptor acessorio de IL-1 (IL-1RAcP), também fundamental

na resposta mediada por esta via [62].

Outras duas proteinas estdo envolvidas na inibicdo da via da IL-1: o antagonista
do receptor de IL-1 (IL-1Ra), que compete com 0s agonistas da via (IL-1-a e IL-1B); e 0
receptor do tipo 2 de IL-1 (IL-1R2), ou receptor decoy, que carece do dominio TIR
intracitoplasmatico, e cuja ligacdo as formas ativas da IL-1 ndo induz resposta celular. O
equilibrio entre reguladores positivos e negativos da via exerce papel importante no

controle da inflamacéao induzida pela IL-1 [70].

Todos os receptores sdo, também, encontrados na forma sollivel. Neste caso,
sua ligacédo a IL-1 nao implica na sinalizacdo da via, e atua como forma de controle da

resposta inflamatoria. Os receptores da via da IL-1 sdo representados na figura 12.
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Figura 12 - Receptores sollUveis e de membrana da via da IL-1.

Em condi¢des néo efetivas, a atividade pré-inflamatoéria da IL-1 esta relacionada
ao seu papel na promogdo da carcinogénese e iniciacdo e progressao tumoral. Neste
caso, a citocina favorece o desenvolvimento de um microambiente inflamatorio crénico e

induz angiogénese, recrutamento de macréfagos associados ao tumor e de células
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supressoras mieloide derivadas (MDSC), indugdo da resposta Thl7, invasdo e
metéstase. Estudos indicam que o bloqueio de IL-1 pode reduzir as complicacdes
sistémicas, além de prevenir a incidéncia e mortalidade relacionadas a alguns tipos de
cancer [71][72][73].

1.7.2. Interleucina-18

Outra citocina pro-inflamatoria de grande importancia, que faz parte da familia da
IL-1, é a interleucina-18 (IL-18). Assim como IL-1B3, IL-18 esta relacionada a uma
variedade de processos inerentes a resposta imune inata e adaptativa. Também
produzida sob a forma de seu precursor de 24kDa (inativo), sua ativacdo ocorre de
forma semelhante a da IL-1B, através da acdo da caspase-l1 via complexo do

inflamassoma, que origina a proteina madura de 18kDa [74].

O complexo que forma o receptor de IL-18 (IL-18R) é constituido por duas
cadeias denominadas IL-18Ra e IL-18Rp. A proteina ligante de IL-18 (Interleukin-18
Binding Protein - IL-18BP), que é secretada, atua como regulador negativo da via,

ligando-se a IL-18 e impedindo sua interacdo com o receptor (Figura 13) [74].
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Figura 13 - Ligantes e receptores de IL-18. Adaptado de Dinarello et al., 2013 [74].

A IL-18 é produzida por uma diversidade de células de origem linfoide e néo
linfoide, inclusive queratinécitos. Desempenha importante papel na regulacdo dos
processos inflamatorios, e ha evidéncias de seu envolvimento tanto nas respostas Thl

quanto Th2. Em combinacdo com a interleucina-12 (IL-12), ativa linfécitos T citotoxicos
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(CTLs) e células NK, induzindo a produgao de interferon gama (IFNy). Dessa forma, é
importante nos mecanismos de defesa contra virus e bactérias intracelulares, e pode
contribuir para a resposta imune tumoral, o que ja foi apontado em alguns estudos
envolvendo modelos animais, nos quais a administracdo de IL-18 foi associada a
regressao do tumor [75][76][77].

No entanto, estudos também associam a IL-18 a progressao tumoral, promocao
da angiogénese e desenvolvimento de metéstases, através da supresséo de CD70, que
favorece a evasao do sistema imune pelo tumor, e aumento de CD44 e do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), enfatizando a dualidade de suas fungbes no

contexto tumoral [78].

1.8. HPV eviadainterleucina-1

Embora varias publicacdes discutam a relacéo entre as citocinas da via da IL-1 e
0 cancer, os resultados ainda sdo contraditorios. Em se tratando da relagéo entre IL-1 e
HPV, no entanto, os dados da literatura apontam para o controle da expresséo desta
citocina pelo virus como uma estratégia de evasdo imunoldgica, que culmina na
persisténcia viral e maior propensdo ao desenvolvimento do cancer. Considerando a
magnitude de mediadores inflamatérios, além da IL-1, envolvidos na resposta a infeccao
(TNF, IFN, TGFp, entre outros), fica clara a complexidade das interacdes e o potencial
tanto de prevenir e eliminar infeccdes quanto de promover a persisténcia viral e a

progressao de lesdes associadas [79]

Merrick e colaboradores, em 1996, demonstraram que a inducdo da expressao
de IL-la e IL-1B em linhagens tumorais associou-se a inibicdo moderada da
tumorigénese. Quando co-injetadas linhagens ndo tumorais produtoras de IL-1 e
linhagens tumorais em camundongos, a formag&do do tumor foi inibida, demonstrando a
importancia da expressao continua destas citocinas no controle da progressao do

cancer cervical [80].

De acordo com o trabalho publicado por Niebler et al. (2013), a oncoproteina E6
de HPV esta envolvida na reducdo da ativacéo e secrecdo de IL-1B através da inducao
da degradacdo da citocina mediada pela ubiquitina-ligase E6-AP e indugcdo do

proteassoma [68].

Na mesma direcdo, mas com o envolvimento de outras vias de sinalizacao

celular, Ainouze e colaboradores (2018) mostraram que a infec¢do dos queratindcitos
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humanos pelo HPV induz a secrecao de IL-13, mas a expressdo dos oncogenes virais

induz o blogueio da transcri¢cdo da citocina via inibicdo de IRF6 [81].

Com relacao a IL-18, foi demonstrado que E6 e E7 de HPV16 inibem a producéo
de INFy induzida por IL-18 em células mononucleares do sangue periférico e células NK
[82]. Além disso, a oncoproteina E7 de diversos tipos de HPV aumentou a producao do
antagonista natural da citocina, IL-18BP. Uma das consequéncias seria o
comprometimento da ativacdo de linfocitos TCD4+, uma possivel estratégia de evasao

imunoldgica [83].

A analise dos niveis de RNA mensageiro de IL-1 e IL-18 em bidpsias cervicais
de pacientes diagnosticadas com lesdes intraepiteliais de baixo grau, alto grau e cancer
apontou para o aumento do risco de progressao tumoral em 2,5 e 2,08 vezes em

mulheres com baixa expressao de IL-1B e IL-18, respectivamente [84].

Por fim, estudo desenvolvido por Pontillo e colaboradores (2016), demonstrou
que determinados polimorfismos em IL1 e IL18, assim como em outros genes
associados ao inflamassoma, podem interferir na suscetibilidade a infec¢do pelo HPV,

persisténcia viral e progressao tumoral [85].

1.9. Opcdes terapéuticas para o tratamento do cancer cervical relacionadas a IL-
lelL-18

O envolvimento de IL-1 e IL-18 em diversos tipos de tumores além dos cervicais ja
foi descrito na literatura, e abriu uma gama de possibilidades para o uso terapéutico
destas citocinas no tratamento do cancer. [86][87]. As tabelas abaixo apresentam alguns
estudos clinicos que incluem potenciais terapias envolvendo as citocinas discutidas

acima (Tabelas 4 e 5).



Tabela 4 — Ensaios clinicos envolvendo inibidores da IL-1

Name Company Targer molecular  Cancer indication Mone Seares Trial sumber
Orher/previous names mechansm advanced
phasc
Xilonzx Xbsoeech -1z Pancreatic cancer with  Phasc | Rocrating NCTU3207724
cachesia
MABpl, CV-ISCY T2-18CA IgGl Tre Homan  Advanced cncens Phasc | Complezed NCTOIO21072
bermeckimab, huzroo
CRC Phase Il  Complesed NCTO2INSE2
Phac lll  Complsed NCTOITETSST
Hemasolog: Phasc | Complered  NCTOI260545
malignances
Canalinumad Novarzis wap NSC1C Phase 11 Not yex NCTO3&31199
Phase 111 FEERE  NCTU3626545
Phae il N®Y NCTOMGT®
recrting
Recruiting
Mdmoema Phase I Noe yex NCTOME4923
FecTunng
Haria, ACZSSS Human EG1A CRC, TNBC, Phase 1B Recruiting NCTU2900663
mAb NSCLC—
adenocascinoma
Achcroscderosis — fung Active, not NCTOISITS6
cancer secTusing
PIZDTRK A'STAR IL- 1P mAb Mulnple mvdoma Precimical phase
Anskines Swodish Orphan A recombinant, Muitple mydoms Phase 1l Recrwiting NCTOR233776
Boovierum AB - songlycomtaecd Phase Il Complered  NCTO063S154
1R
Eardy owlople mycdloma  Phase L1l Sependod  NCTO22750
(0%
2018)
Pancrestic cances Phase | Rormnng NCTO2SS0MT
Phasc | Active. moe NCTO2021422
recrmting
Kinerer Metatax colorectal Phase 1T Complcted  NCTO2090101
cancer
Metastasic broast cancer  Phase | Unknown  NCTOIS029™0
Advanced cancens Phase | Active. not NCTOIE24T66
recrmng
Mersstazic aduly wlud Phase | Complezed NCTOO0T2111
rumoc
P1510 low A wynchetic [L-1Rs  Cancerrdated cachexia  Phase V1T

(continua)
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Tabela 4 — Ensaios clinicos envolvendo inibidores da IL-1 (continuag&o)

Name Company Target molecular  Cancer indication Most Status Trial number
Other/previous names mechanism advanced
phase
Nidanilimab Cantargia IL-1RAP NSCLC, PDAC, Combined Recruiting  NCT03267316
TNBC, CRC phase
A
Can-04 IgGl True Human  Leukemia Preclinical
and ADCC
enhanced mAb
CSCO12-ADC Cellerant IL-1IRAP Acute myeloid leukemia  Preclinical
CLTO12 Therapeutics Ab-drug conjugate

*mAb: anticorpo monoclonal, NSCLC: cancer de pulmédo de células ndo pequenas, CRC: cancer
colorretal, TNBC: cancer de mama triplo negativo, PDAC: adenocarcinoma ductal pancreatico.
Fonte: Adaptado de Litmanovich et al., 2019 [86].

Tabela 5 — Ensaios clinicos envolvendo a IL-18

Clinical trials/sponsor Phase /status/dates Intervention Results/objectives
NCTO085904 Phase | completed  SB-85232 (human rIL-18), I1L-18 is biologically active
(GlaxoSmithKline, 20042008 administered as 5 daily i, (increase of IFN-y, GM-CSF,
Brentford, United infusions, repeated every 28 duys IL-1SBP plasima levels). Disease
Kingdom) in adult subjects with advanced stabilizations were observed in
solid tumors or lymphomas a fraction of patients.
NCTOIORS878 Phase | completed  T1L-18 administered as daily s.c. No results available
(GlaxoSmithKline) 20042008 injections in adult patients
with solid tumors
NCTO107718 Phase II completed 11-18 administered as 5 daily 1L-18 is well wlerated bat has limited
(GlaxoSmithKline) 20052010 Ly, infusions every 28 days in activity as a single agent (1 partal
subjects with previously untreated response and 4 stabilizations out of
metastatic melanoma 63 patients).
NCTOO300058 Phase T completed  T1-18 administered by iv. infusion in Increase in proinflammatory
(GlaxoSmithKline) 20072012 combination with Rituximab in eytokines and chemokines;
adult patients with B cell objective responses were recorded
non-Hodgkin's lvmphoma in 5 out of 18 patients
NCTOG59178 Phase T completed  11L-I8 combined with pegylated The combination is safe and
(GlaxoSmithKline) 2008-2012 liposomal doxorubicin in patients mediates biologic responses. Out
with epithelial ovarian cancer of 10 patients, 1 partial response

and 38% stable discase rate were
recorded.

NCTO1768538 Phase | recruiting 1118, in combination with T'o evaluate the toxicity and biologic
(Indiana University, 2013-2014 ofatumumab, after sutologous effects of 1L-18 given in
Bloomington, IN, USA) peripheral blood stem-cell combination with ofatumumab

transplantation for lvmphoma

NCT02277392 Phase | recruiting  Dose escalation study of 1L-18, T'o assess the safety and hologic
(Abramson Cancer 20142021 combined with adoptive transfer activity in patients with recurrent
Center of the University of vaccine-primed, CD3/CD2S- cancer, who previously underwent
of Pennsylvania, costimulated, antologous T cells vaccination with whole tumor
Philadelphia, PA, USA) following lymphodepletion for vaccine

patients with recurrent ovarian,
fallopian-tube, or primary
peritoneal cancer

Fonte: Adaptado de Fabbi et al., 2014 [87].

No que tange ao cancer cervical, os protocolos atuais de condutas em oncologia
padronizam o tratamento com cisplatina, na dose de 40mg/m? de superficie corpérea,
administrada semanalmente via intravenosa (IV). A quimioterapia deve ser iniciada no
D1 da radioterapia (associada a braquiterapia a depender do caso) por seis semanas,
em dose total minima de 200mg/m?. Em pacientes com contraindicacédo & cisplatina,
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pode ser indicada a carboplatina (AUC 2, IV). Para pacientes debilitados ou que
apresentem recidiva da doenca, podem ser utilizados paclitaxel (80mg/m?, IV, semanal)
e vinorelbina (25mg/m?, 1V, semanal). A depender do caso, sdo indicados tratamentos
cirdrgicos como a conizagdo (para mulheres que desejam manter a fertilidade),

histerectomia radical e linfadenectomia pélvica [88].

De acordo com o exposto acima, a avaliacdo da interacdo entre o HPV e o sistema
imune tem muito a acrescentar na compreensao da infeccdo, tumorigénese e tratamento do
cancer cervical. Embora muito tenha sido alcancado até o momento, grande parte em
funcdo do desenvolvimento de vacinas contra o virus, ainda ha muito a ser feito,
principalmente no que tange a assisténcia as populacdes mais carentes, nas quais se
encontram grande parte dos casos que fazem do cancer cervical a quarta causa de morte
associada a tumores, a despeito dos avancos alcancados em sua prevencédo, rastreio e

tratamento.

Além disso, muito do que se tem descoberto no campo do cancer cervical e sua
interacdo com o0 microambiente tumoral pode ser extrapolado para outros tumores, e sem
davida, contribuir para os avancos atuais no campo da imunoterapia, 0 que justifica o

desenvolvimento deste estudo.



33

2, Objeﬁvos

2.1. Objetivo geral

Realizar a andlise funcional da via da IL-1 em queratindcitos transduzidos com os
oncogenes de HPV16 e linhagens tumorais HPV positivas, bem como em amostras de

pacientes diagnosticadas com lesdes intraepiteliais cervicais e cancer cervical.
2.2. Objetivos especificos

Nas linhagens celulares acima mencionadas, avaliar:
= A expressao das citocinas pré-inflamatorias IL-1a, IL-18 e IL-18;

= Os niveis dos antagonistas naturais das vias ativadas por IL-1 e IL-18, a saber: IL-1Ra

e IL-18BP, respectivamente;
= A expressao dos receptores IL-1R1, IL-1RACP, IL-1R2, IL-18Ra e IL-18R;

» O efeito do silenciamento de IL-18 na proliferacdo, capacidade de formacdo de

colbnias, migracao, invaséo e indugéo da angiogénese;

= Viabilidade, citotoxicidade e inducdo da apoptose nas linhagens tumorais silenciadas

para IL-18 apGs tratamento com cisplatina.

Nas amostras provenientes de pacientes diagnosticadas com cancer cervical,

avaliar:

= Os niveis de IL-18 em amostras de tecido de pacientes diagnosticadas com cancer

cervical e seu potencial prognéstico;
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3. Material e Métodos

3.1. Culturas celulares

Queratindcitos primarios humanos normais (PHK), queratinocitos que expressam
0s principais oncogenes de HPV16 (que codificam para as oncoproteinas E6 e E7) e
linhagens tumorais derivadas de carcinoma do colo do Utero positivas para HPV de alto
risco foram cultivadas. A partir das referidas culturas (células e sobrenadantes), foram
realizadas as analises referentes a via da IL-1 e demais citocinas propostas neste

estudo.

3.1.1. Culturas de gueratindcitos

Foram utilizadas culturas de queratinécitos primarios humanos obtidos a partir de
prepucios de recém-nascidos (Primary Human Keratinocytes, Lonza, Basel, Suica). As
culturas de PHK foram mantidas em meio KSFM (Life Technologies, Inc., Gaithersburg,
MD) suplementado com fator de crescimento epidérmico (5 ng/ml) e extrato de pituitaria
bovina (50 ug/ml), em estufa a 37°C, com 5% de CO2.

3.1.2. Culturas de linhagens tumorais

As linhagens celulares C33, SiHa e HelLa foram cultivadas em meio minimo
essencial Eagle (#12000022, MEM; Gibco®, MD, USA), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (#F063, SFB; Cultilab, Campinas, SP, Brasil), e mantidas em estufa a 37°C,

com 5% de CO2. Segue a descricdo das linhagens tumorais utilizadas:

» C33A: Linhagem derivada de carcinoma escamoso cervical, negativa para HPV.
Possui mutacdes nos genes p53 e pRb (ATCC®HTB31™).

= SiHa: Linhagem derivada de carcinoma escamoso cervical contendo genoma de
HPV16 (ATCC®HTB35™).

» HelLa: Linhagem derivada de adenocarcinoma cervical contendo genoma de HPV18
(ATCC®CCL2™).
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3.2. Insercéo dos oncogenes do HPV

3.2.1. Vetores retrovirais

Queratindcitos primérios humanos normais foram transduzidos com vetores
retrovirais que codificam para as proteinas E6 e/ou E7 de HPV16. Os vetores foram
gentilmente cedidos pela Dra. Denise A. Galloway (Fred Hutchinson Cancer Research
Center, Seattle, USA) e estdo devidamente caracterizados [89]. As sequéncias virais
foram inseridas no vetor pLXSN (No. de acesso M28248, GeneBank), sob controle do

promotor presente na LTR (Long Terminal Repeat) retroviral.

= pLXSN: vetor retroviral contendo sitio de mdltipla clonagem (Clonitech).

» pLXSN16 EG6: vetor retroviral contendo a sequéncia do gene E6 de HPV16 [89].
 pLXSN16 E7: vetor retroviral contendo a sequéncia do gene E7 de HPV16 [89].

= pLXSN16 E6/E7: vetor retroviral contendo as sequéncias dos genes E6 e E7 de
HPV16 [89].

= = Forward Sequencing Primer
4w - Reverse Sequencing Primer

GAATTCGTTAACTCGAGGATCC
EcoR1 Hpal Xho! BamH|

Figura 14 - Mapa do vetor retroviral pLXSN. As sequéncias dos genes E6 e E7 de HPV16 foram
inseridas no sitio multiplo de clonagem (MCS). O vetor contém sequéncias que conferem resisténcia
a ampicilina, para selecdo em bactérias, e a neomicina, para selegdo de células transduzidas.
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3.2.2. Transducédo

Inicialmente, células Bosc23 foram transfectadas com o0s vetores retrovirais
acima descritos, contendo os genes que codificam para as oncoproteinas E6 e/ou E7 de
HPV16. Para a transfeccao foi utilizado o reagente FUGENE® HD Transfection Reagent
(#E2311, Promega Corporation, Madison, USA), segundo as orientagdes do fabricante.

A seguir, as células foram incubadas a 37°C e 5 % de CO;, por 48 horas.

Apos este periodo, o sobrenadante contendo os retrovirus produzidos foi
coletado, filtrado através de filtro de 0,45 um, e gotejado sobre a cultura de células
Am12, acrescido de 10 pg/mL de polibreno (#TR-1003, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), de forma a possibilitar a transducdo das mesmas. As células permaneceram em
cultura por 24 horas, quando o meio foi substituido por meio DMEM contendo 10% de
SFB e antibibtico especifico, de acordo com o vetor utilizado. Apés uma semana de
selecdo, as células Am12 foram mantidas em meio fresco para recuperagcdo até que

fosse observada a formacéao de col6nias.

Para a transducdo das PHK foi utilizado o sobrenadante das Am12 contendo o0s
retrovirus produzidos, como j& descrito anteriormente. Em seguida, as células foram
selecionadas em meio KSFM (#17005-042, Keratinocyte Serum Free Medium, Gibco,
Waltham, MA, USA) com antiobiético por 48h, e utilizadas nos diversos experimentos

realizados.

Os queratindcitos, tanto normais quanto transduzidos, foram mantidos em cultura
por no maximo 10 passagens, evitando que principalmente os PHK normais ou
transduzidos com o vetor vazio entrassem em processo senescéncia e morte. As células
transduzidas com EG6/E7 simultaneamente, mantidas por até 10 passagens, sao

descritas no decorrer do trabalho como “ndo imortalizadas”.

Apés este periodo em cultura (cerca de 10 passagens), 0s queratindcitos
contendo ambos 0s oncogenes virais passam por uma fase de crise, com diminuicao da
velocidade de crescimento. Em seguida, as células recuperam a capacidade de
proliferacdo, podendo ser cultivadas por tempo indeterminado. Estas linhagens séo
descritas como “imortalizadas”. Cabe ressaltar que o processo de imortalizagcdo é
resultado das alteragdes celulares causadas pela presenca dos oncogenes E6 e E7 de

HPV16 nestas células.



37

A expresséo proteica foi confirmada por ensaio de western blot de forma a

permitir o uso das linhagens celulares (Figura 15).

1 2 3 4 5 c-
18 R — E6 (HPV16)

3 o c— — S wm— s Tubulina

Figura 15 - Expressédo proteica de E6 e E7 observada ap6s reacdo de western blot. 1: PHK
pLXSN @; 2: PHK pLXSN16 E6; 3: PHK pLXSN16 E7; 4: PHK pLXSN16 E6/E7 (ndo imortalizada); 5:
PHK pLXSN16 E6/E7 (imortalizada); C-: Controle negativo (Extrato celular de SiHa incubado apenas
com anticorpo secundario). Os niveis de tubulina foram utilizados para normalizar os resultados.

3.3. Sistema CRISPR-Cas9 para knockout génico

3.3.1. Cultura de células

As linhagens celulares SiHa (ATCC® HTB-35™) e HeLa (ATCC® CCL-2™)
foram cultivadas em meio MEM suplementado com 10% de SFB. Para a producado de
lentivirus, foram utilizadas células 293T (ATCC® CRL-3216™) cultivadas meio MEM
suplementado com 10% de SFB. Todas as culturas celulares foram mantidas em estufa
com condi¢cbes padronizadas de 5% de CO, a 37°C. Todas as linhagens foram

cultivadas em meios contendo 100 pg/mL de estreptomicina e 100 pg/mL de penicilina.

3.3.2. Desenho do gRNA

A abordagem utilizada para o silenciamento da interleucina-18 teve como objetivo
promover um indel e consequentemente a geracdo de uma proteina truncada nao
funcional ou mesmo um stop cédon precoce. Para isso foi desenhado um gRNA (guide
RNA) gue alvejasse o inicio da CDS do gene em uma regido da proteina ativa (éxon 3),
ja que a llI-18 é traduzida em uma forma precursora inativa, que deve ser posteriormente

clivada para apresentar atividade biolégica (Tabela 6).

Tabela 6 — Desenho dos oligonucleotideos utilizados para a edicéo de IL-18 via CRISR-Cas9

gRNA Terminal 5° Sequéncia (score 80) Oligonucleotideo final

IL-18 F CACCG CAAATAGAGGCCGATTTCCT CACCGCAAATAGAGGCCGATTTCCT

IL-18 R AMAC AGGAAATCGGCCTCTATTTG AAACAGGAAATCGGCCTCTATTTGC
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Para o design dos oligonucleotideos foi utilizada uma ferramenta online

(http://crispr.mit.edu) capaz de gerar guides com base em um algoritmo que prevé

possiveis off-targets indesejaveis (Figural6). Devem estar presentes sequéncias

nucleotidicas acessorias para a clonagem no vetor conforme esquema abaixo.

a EXONS S 4 3 2 1

.«  TTCATTGACCAAGGAAATCGGCCTCTATTTGAAGATAT . . .

oA w

Figura 16 - (a) Esquema do gene da IL-18 dividido em seus 5 éxons. (b) Esquema do desenho do
gRNA em seu respectivo alvo (note que a sequéncia do oligo IL-18 F é complementar a sequéncia
génica destacada em (b).

3.3.3. Clonagem dos gRNAs nos vetores para o sistema CRISPR

Para a utilizacédo do sistema CRISPR, utilizou-se o plasmideo comercial fornecido
pela Addgene lentiCRISPR v2 (#52961) que apresenta o gene de resisténcia a
puromicina como marca de selecao (Figura 17).

AmpR promoter CMV promoter
5' LTR (truncated)

SVA0 poly(A) signal

EM? promoter BsmBI (2852)

lentiCRISPR V2
14,873 bp

bGH poly(A) signal

BsmBI (a737)

Figura 17 - Representacdo do vetor lentCRISPR v2 com os sitios de restricdo para a enzima
BsmBl, localizacdo da Cas9 e do gene de resisténcia para a puromicina.


http://crispr.mit.edu/
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Os oligonucleotideos liofilizados foram reconstituidos na concentragéo de 100uM
e 1uL de cada oligo com seu complementar foram submetidos as reacdes de
fosforilacdo e anelamento utilizando a enzima T4 polinucleotideo quinase (PNK)
(Promega) utilizando 1 pL do Buffer da enzima T4 ligase em uma reacao final de 10puL.
As condi¢fes da reacéo foram de 37°C por 30 minutos, inativagao da enzima a 95°C por
5 minutos, seguida de um rampdown para 25°C com taxa de 5°C por minuto para o

anelamento dos mesmos. Apds esse processo, faz-se necessaria uma diluicdo de 100x.

Para a insercdo dos guides nos plasmideos foram utilizados 100ng do vetor em
questdo (IentiCRISPR v2), 2uL dos oligos anelados e diluidos, 2 yL de Tango Buffer
10X, 1uL de Ditiotreitol (DTT — 10mM), 1uL de ATP (10mM), 0,5 pL de enzima de
restricdo do tipo 1IS BsmB I, 0,5uL da enzima T4 ligase (Promega) em uma reacéao final
de 20uL. As condicdes para a reacdes foram otimizadas em 24 ciclos de 37°C por 5
minutos seguidos de 21°C por 5 minutos. Foram utilizados 5uL da reacéo anterior para
transformar 50uL de bactérias competentes por eletroporacdo, seguido de recuperacao
em 1 mL de meio SOC sob agitacdo a 37°C por 1 hora. Em seguida foram plagueados

50uL do produto em placas de LB &gar com 100ug/mL de ampicilina.

Apoés incubacdo overnight, 5 colénias foram submetidas a uma PCR utilizando
um oligonucleotideo da regido promotora U6 do plasmideo como forward (5-
GACTATCATATGCTTACCGT-3) e o oligo complementar do guide como reverse primer.
As reacgdes foram realizadas em um volume final de 25uL contendo uma concentracao
final de 1x TagGold PCR Buffer® (Applied Biosystems, Texas, USA), 250uM de cada
dNTP, 2,5mM de MgCl,, 1U de AmpliTagGold DNA polimerase (Applied Biosystems,
Texas, USA) e 300nM de cada iniciador no termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, Texas, USA).

Cada ciclo incluiu 30 segundos de desnaturacdo a 95°C, 30 segundos de
anelamento do primer F a 49°C, 30 segundos de anelamento do primer R a 60°C e 30
segundos para o alongamento a 72°C. O primeiro ciclo foi precedido por 10 minutos
para a ruptura da célula bacteriana e desnaturacdo a 95°C e o ultimo ciclo estendido por
7 minutos de alongamento a 72°C. Foi incluido como controle negativo o DNA plasmidial
antes do processo de restricdo e ligacdo. Essa reacdo gera um fragmento de 99 pares
de bases para plasmideos cujo guide foi corretamente inserido. Apds confirmada a
insercdo do guide, seguiu-se com a amplificacdo do vetor através de Midiprep

(Sambrook, 2012) e purificacdo com o kit Reliaprep® (Promega).
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3.3.4. Obtencao de virus para o sistema lentiviral

As células HEK 293T foram transfectadas utilizando o reagente Mission™
Lentiviral Pack Mix (Sigma-Aldrich) que consiste de um conjunto de vetores para a
producdo de lentivirus. Foram utilizados 26uL do reagente Mission com 16uL do
reagente de transfeccdo Fugene®HD (Promega) e 2,6ug do vetor para o sistema

CRISPR em placas de 100mm. Foram feitas coletas em 24, 48 e 72 horas.

As linhagens celulares SiHa e HelLa foram, entdo, transduzidas com o meio
contendo lentivirus produzidos com o vetor para o sistema CRISPR-Cas9. Para a
otimizacdo do processo, foram utilizados 6ug/mL de Polibreno por 48 horas seguido de
um periodo de selecao de 72 horas com 2,5ug/mL de Puromicina. Passado o processo
de selecdo, o pool de células resistentes a puromicina foi expandido e coletados DNA,

RNA e proteina para a caracterizagdo do Knockout e demais ensaios.
3.4. Tratamento com IL-1B, IL-18, LPS e cisplatina

As linhagens celulares incluidas neste estudo foram tratadas com IL-1, IL-18 e
LPS. As linhagens celulares cultivadas nas condi¢bes anteriormente descritas foram
semeadas em placas de Petri. Ao atingirem confluéncia de 40% a 50%, o meio de
cultura foi substituido por meio fresco contendo 1ng/mL de IL-1B recombinante humana
(#11457756001, Roche, Mannheim, Germany), 100 ou 200ng/mL de IL-18 recombinante
Humana (#9124-IL, R&D Systems, Minneapolis, USA) ou 5ug/mL de LPS (#tlrl-pb5Ips,
InvivoGen, San Diego, CA, USA). Tais concentragbes foram utilizadas com base em
estudos prévios do grupo e dados da literatura. Apds 24 horas de tratamento, foram

coletados os sobrenadantes das culturas e extraidas proteinas e RNA celular.

A semelhanca de uma das opg¢des de tratamento do cancer cervical na pratica
clinica, as células foram, também, tratadas com cisplatina. A concentracdo utilizada de
4ug/ml durante 48h foi definida apos realizacdo de ensaios para a definicdo da IC50 e
confirmada por dados da literatura. O quimioterapico foi preparado e fornecido pelo

Servico de Farmécia Oncolégica do Instituto do Cancer do estado de Séao Paulo, ICESP.

3.5. Andlise dos niveis proteicos

3.5.1. Extracao de proteinas

A extracdo de proteinas das culturas celulares foi realizada mediante lise celular
em tampao de extracdo (150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,5% NP40 e 0,1 mM
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EDTA), suplementado com inibidores de proteases (#11836153001, Complete Mini,
Roche Diagnostics, Basel, Suica) e posterior separacdo da fracdo proteica. A
concentracdo proteica foi determina pelo método de Bradford (#5000006, Bio-Rad
Protein Assay Dye, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

3.5.2. Western Blot

Os extratos proteicos foram submetidos a eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida utilizando-se o sistema mini-Protean 1l Cell (Bio-Rad, CA, USA),
transferidos para membrana de polivinilidene difluoreto (PVDF) (#10600023 Hybond-P,
GE Healthcare, UK) e analisados na presenca de anticorpos especificos para as
proteinas de interesse (Tabela 7). Apds incubacdo com anticorpo secundario, foi
observada a expressédo proteica mediante reacdo de quimioluminescéncia utilizando-se
o kit ECL Prime (#RPN2232, GE Healthcare, UK).

Tabela 7 — Anticorpos primérios utilizados para a deteccdo das proteinas de interesse.

Proteina de interesse Anticorpo (catalogo / marca) Concentragao
IL-1a ab9614 / Abcam 1:500
IL-1B ab2105/ Abcam 1:500
IL-1R1 ab115497 / Abcam 1:250
IL-1R2 ab97388/Abcam 1:500
IL-1RACP ab154382/ Abcam 1:500
IL-1RA ab135570/Abcam 1:500
IL-18 ab137664 / Abcam 1:1000
E6 (HPV16) AVC1006 / Arbovita 1:500
E7 AVC1015/ Arbovita 1:500
GAPDH Ab/181602/ Abcam 1:5000
Actina ab179467 / Abcam 1:5000
a-Tubulina T9026 / Sigma 1:5000

3.5.3. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A producédo de citocinas foi avaliada nos sobrenadantes das culturas celulares.
Antes e apOs o tratamento com IL-1B, IL-18 e LPS, conforme mencionado
anteriormente, o sobrenadante foi recolhido e centrifugado a 1800rpm por 2 minutos e
30 segundos. A porcao superior do meio foi armazenada a -80°C até o momento da
execucdo dos ensaios. Foram utilizados os kits Human Total DuoSet ELISA (R&D,
Minneapolis, USA) para a deteccéo de IL-6 (#DY206), IL-8 (#DY208) e IL-18 (#DY318),

de acordo com as instru¢des do fabricante.
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3.5.4. Deteccdo de citocinas nos sobrenadantes das culturas celulares via plataforma

Luminex

Os ensaios via plataforma Luminex foram realizados utilizando-se o painel de
citocinas humanas Human Cytokine/Chemokine (HCYTOMAG-60K-30, Merck,
Darmstadt, Germany) e o painel e receptores sollveis de citocinas humanas Human
Soluble Cytokine Receptor (HSCRMAG-32K-11, Merck, Darmstadt, Germany), que
permitem escolher uma variedade de citocinas de interesse e seus receptores, a serem
pesquisadas nos sobrenadantes das culturas celulares. As reacdes foram processadas

em equipamento Luminex 200.

3.6. Imunohistoquimica

3.6.1. Selecdo de casos

Amostras (biopsias) provenientes de pacientes diagnosticadas com cancer
cervical avancado (estagio 11B) foram incluidas neste estudo. As pacientes foram
atendidas no Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti — CAISM, e a
utilizacio das amostras foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), CAAE: 55014816.5.0000.5404, parecer: 3.275.945.

Inicialmente, foram selecionadas amostras provenientes de uma coorte composta
147 por mulheres diagnosticadas com carcinoma cervical epidermoide estagio IIIB,
acompanhadas de forma prospectiva por até sete anos. As pacientes foram tratadas
com cisplatina concomitante a radioterapia e braquiterapia de alta taxa de dose (CRT-72
pacientes) versus radioterapia isolada (RT-75 pacientes).

No geral, todas as mulheres receberam teleterapia com uma dose de 45Gy para
a regido pélvica em 25 fracdes, 14,4Gy de reforco nos parametros comprometidos e
braquiterapia com alta taxa de dose em quatro fragcbes semanais de 7Gy. Mulheres no
grupo CRT também receberam quimioterapia semanal com cisplatina (40mg/m?)
concomitante a teleterapia. A resposta ao tratamento foi avaliada um més apés a sua
conclusdo. O acompanhamento das mulheres tratadas foi realizado a cada quatro
meses nos dois anos iniciais apds o tratamento, a cada seis meses no terceiro ano e,
posteriormente, uma vez por ano. O periodo de acompanhamento estendeu-se até
junho de 2013.
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No momento da execucdo do presente trabalho, das 147 mulheres incluidas no
estudo, 49 ndo possuiam tecido fixado e parafinado suficiente para ensaios
imunohistoquimicos adicionais, e 35 mulheres ndo possuiam tecido fixado e parafinado
disponivel visto que seu diagnostico foi estabelecido em outros centros de saude.
Assim, ap0Os cuidadosa selecdo, este estudo incluiu 63 mulheres. As amostras
disponiveis foram novamente cortadas e coradas com hematoxilina e eosina (HE) para
verificar o tecido correspondente e a qualidade do componente do tumor. Uma amostra

foi, ainda, excluida durante os ensaios, restando 62 blocos.

3.6.2. Metodologia utilizada na coloracéo

As amostras foram avaliadas quanto a marcacéo para IL-18, CD4, CD8, FOXP3 e
NCAML1 (CD56). Para tal, foram realizados cortes de 4uM para a confeccéo das laminas,
que foram analisadas através de reacdo automatizada utilizando-se os anticorpos: anti-
IL-18 humano (#abl137664, 1:300, Abcam, Cambrige, UK); anti-CD4 humano
([JEPR6855], #ab13361, 1:200, Abcam, Cambrige, UK); anti-CD8 humano (#ab4055,
1:200, Abcam, Cambrige, UK); anti-FOXP3 humano ([236A/E7], #ab2003, 1:200,
Abcam, Cambrige, UK); e anti-NCAM1 humano ([EP2567Y], #ab75813, 1:200, Abcam,
Cambrige, UK). Para coloracéo foi utilizado o kit ultraView Universal DAB Detection Kit®
(#760-500, Ventana Medical Systems, Inc., Roche, Tucson, Arizona) em equipamento
Ventana BenchMark GX (Roche Diagnostics, Mannhein Germany), conforme instrucdes

do fabricante.

As laminas foram avaliadas por patologista quanto a localizacdo da marcacao
(ntcleo, citoplasma e membrana citoplasmética), intensidade - negativa, fraca,
moderada e forte - e extensado - negativas, +1(menos que 5% do tecido marcado), +2
(entre 5% e 50% do tecido marcado) e +3 (mais que 50%do tecido marcado). Os
escores foram determinados multiplicando-se a leitura da intensidade pela extensdo em
cada caso. Também foi avaliada a intensidade da marcacdo na borda do tumor e no
infiltrado inflamatdrio. Quanto a localizacéo, o infiltrado foi classificado como peritumoral

(margem de invasdo do tumor), intratumoral, ou localizado no estroma.
3.7. Analise dos niveis de mRNA

3.7.1. Extracdo de RNA

O RNA das culturas celulares foi extraido utilizando-se TRIzol Reagent

(#15596026, Invitrogen, Calrsbad, CA, USA) conforme as instru¢cdes do fabricante.
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3.7.2. PCR em tempo real

A expressdo de mRNA foi determinada através de PCR em tempo real. Apos
extracdo do RNA das culturas celulares, foi realizada a reacdo de transcri¢cdo reversa
para obtencdo do cDNA utilizando-se o kit GoScript™ Reverse Transcription System
(#A5003, Promega Corporation, Madison, USA). As rea¢cbes de PCR em tempo real
foram realizadas utilizando-se o reagente GoTag® gPCR Master Mix System (#A6001,
Promega Corporation, Madison, USA). Foram utilizados iniciadores especificos para os
genes E6 e E7 de HPV16 e para as sequéncias humanas da IL-1a, IL-1B, IL-18, IL-1R1,
IL-1R2, IL-1RACP, IL-1RA, IL-18R (a e B) e IL-18BP. A reacdo foi processada em
equipamento ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, USA).

3.8. Ensaios funcionais

3.8.1. Ensaio de proliferacao celular

A proliferacdo celular foi avaliada através de uma curva de crescimento, na qual
10 mil células por poco foram plaqueadas em uma placa de 24 wells, em triplicata, e

contadas diariamente, durante 8 dias, utilizando-se uma camara de Neubauer.

3.8.2. Ensaio clonogénico

A formacdo de coldnias em baixa densidade foi analisada através do
plagueamento de 200 células, em seis replicatas experimentais, em uma placa de 6
wells, a qual foi incubada por 7 dias para a formacao de col6nias. Apds isso, as células
foram fixadas (3,7% Formaldeido) e coradas com cristal violeta por 20 minutos. As

colénias formadas foram quantificadas através da férmula:

% CFE (colony-forming efficiency) = numero de coldnias x 100

numero de células plaqueadas

3.8.3. Ensaio de fechamento de ferida (wound healing)

Para este ensaio, 500.000 células foram plaqueadas em sextuplicata em placas
de 12 pocos e cultivadas por até 24 horas até que fosse atingida a confluéncia de 90 a
100%. Antes da realizacdo da ferida, as células foram tratadas com 2uM de mitomicina
C (#M4287, Sigma Aldrich, Missouri, USA) por 2h. Apés este periodo, a ferida foi
realizada horizontalmente, de uma borda & outra de cada pog¢o, com o auxilio de uma

ponteira de 200uL. Os pocos foram lavados com PBS, cobertos com meio de cultura e
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as placas incubadas por 24h. As culturas foram visualizadas e fotografadas em
microscoépio Primo Vert (Zeiss, Jena, Alemanha) nos tempos Oh e 24h apos a execucgao
da ferida. A migracéo celular foi quantificada com base nas areas inicial e final da ferida,

com o auxilio do software Image J.

3.8.4. Ensaio de invasao

O potencial de invasdo das linhagens celulares foi analisado através da
capacidade de invadir uma barreira de Matrigel® Membrane (#356234, Corning, NY,
USA) a partir de esferoides. Para a formacéo dos esferodides, 50 ul de agarose 1% foram
adicionados em cada pogo de uma placa de 96 wells com fundo em “U”. Em seguida, 5
mil células por poco foram plagueadas sobre a agarose, em quintuplicata, e a placa foi

centrifugada por 5 minutos, a 1200rpm, com aceleracéo e desaceleracdo médias.

As placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO, durante quatro dias
para a formacao dos esferoides. Apos esse periodo, foram retirados, cuidadosamente,
100uL de sobrenadante de cada poco, e substituidos pelo mesmo volume de matrigel. A
placa foi novamente incubada em estufa, nas mesmas condi¢cdes acima mencionadas,
para acompanhamento do potencial de invasdo por 96 horas. A invasao foi mensurada
calculando-se a area dos esferoides juntamente com as ramificac6es formadas a cada

24 horas, com auxilio do software AxioVision Rel 4.8.

3.8.5. Ensaio de inducdo da angiogénese

Para o ensaio de indu¢do de angiogénese, células HUVEC (Human umbilical vein
endothelial cell) foram cultivadas sobre substrato de matriz de Matrigel® Membrane
(#356234, Corning, NY, USA), na presenca de sobrenadante das culturas de esferoides
das linhagens SiHa ou Hela, silenciadas ou néo para IL-18 via CRISPR-Cas9. Apos 6h
de incubacdo a 37°C em atmosfera de 5% de CO? a formacdo de estruturas

semelhantes a tubos foi avaliada.

As culturas foram visualizadas e fotografadas em microscépio Primo Vert (Zeiss,
Jena, Alemanha) e analisadas com auxilio do software ImageJ (Angiogenesis Analyzer
for ImageJ). As andlises comparativas levaram em consideracdo a quantificacdo de
estruturas componentes da malha de tubos formada, a saber: segmentos; bifurcacdes;
juncdes (pontos formados pela juncdo de 3 ou mais segmentos); ramos; tubos/area dos

tubos.



46

3.9. Ensaio de viabilidade, citotoxidade e apoptose

Para a avaliacdo da viabilidade, citotoxicidade e apoptose foi utilizado o kit
ApoTox-Glo™ Triplex Assay (#G6320, Promega Corporation, Madison, USA). Para tal,
10.000 células/poco foram plaqueadas em placas de 96 pocos. Apos 24h, as células
foram tratadas com cisplatina isoladamente ou juntamente com IL-18, conforme
mencionado anteriormente. Em seguida foi dada sequéncia ao ensaio de acordo com as
instrucdes do fabricante. A leitura das placas foi realizada em equipamento GloMax®

Discover Microplate Reader (Promega Corporation, Madison, USA).
3.10. Anélise estatistica

3.10.1.Imunohistoquimica

Para a descricdo do perfil da amostra foram feitas tabelas de frequéncia das
variaveis categoricas (tratamento, grau histolégico, etc.), com valores de frequéncia
absoluta (n) e percentual (%), e estatisticas descritivas das varidveis numéricas (idade,
sobrevida, etc.), com valores de média, desvio padrdo, valores minimo e maximo,

mediana e quartis.

A comparacgdo das varidveis categoricas entre grupos foi realizada utilizando-se
os testes Qui-Quadrado ou exato de Fisher (para valores esperados menores que 5).
Para comparacdo das variaveis numéricas foi utilizado o teste de Mann-Whitney (2
grupos) e o teste de Kruskal-Wallis (3 ou mais grupos), devido a auséncia de

distribuicdo normal das variaveis.

O ponto de corte para os escores de nucleo e citoplasma como preditor de ébito
e recidiva foi obtido utilizando-se a analise da curva ROC. Para analise da curva de
sobrevida livre de doenca e global foi utilizado o método de Kaplan-Meier, e para a
comparacdo das curvas foi usado o teste log-rank. Para estudar os fatores associados a
sobrevida foi utilizada a analise de regressao de Cox, simples e multipla. O nivel de

significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja, p<0.05.

3.10.2.Demais experimentos

Para a comparacao entre 0s grupos nos demais experimentos, foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA). O nivel de significancia adotado para os testes

estatisticos foi de 5%, ou seja, p<0.05.
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4. Resultados

4.1. Avaliagcdo dos componentes davia daIL-1 nas linhagens celulares: IL-1a,
IL-1B8, IL-1Ra, IL-1R1, IL-1RACP e IL-1R2

A expressao das proteinas da via da IL-1 foi avaliada nos queratinécitos normais,
transduzidos com os oncogenes E6 e/ou E7 de HPV16 e linhagens tumorais de origem

cervical.

4.1.1. Reducéao dos niveis de IL-1a e IL-18, transcrito e proteina

A avaliacdo da via da IL-1 iniciou-se pela mensuracdo dos niveis proteicos das
citocinas IL-1a e IL-1B, ambas agonistas dos receptores de IL-1 e indutoras da
sinalizacdo pré-inflamatéria por eles mediada. Chama atencdo a ndo deteccdo da
expressao proteica nas linhagens tumorais, ao contrario do observado nos

queratinécitos normais e transduzidos com os oncogenes do HPV (Figura 18a).

A seguir, visando verificar se a regulacdo negativa observada ocorreu ao nivel
transcricional ou pos-transcricional, foram avaliados os niveis de RNA mensageiro das
citocinas acima mencionadas. Conforme apresentado na figura 18b e 18c, a expressao

dos transcritos de IL-1a e IL-13 é praticamente inexistente nas linhagens tumorais.
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Figura 18 - Expresséo de IL-1a e IL-18 em queratinécitos normais, transduzidos com E6/E7 de
HPV16 e linhagens tumorais. (a): Niveis proteicos nos extratos celulares. Imagem representativa,
western blot. (b) e (c): Niveis de mRNA, PCR em tempo real. PHK: queratindcitos normais; @:
queratinécitos transduzidos com o vetor pLXSN vazio; E6: queratindcitos transduzidos com o
oncogene E6 de HPV16; E7: queratindcitos transduzidos com o oncogene E7 de HPV16; E6/E7:
queratinécitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 em passagem 5; E6/E7 imort:
queratinécitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 imortalizados; C33: linhagem
tumoral cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; HeLa: linhagem
tumoral cervical HPV18 positiva. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Teste
estatistico aplicado: ANOVA. (*): p<0,05.

4.1.2. Reducéao dos niveis dos receptores IL-1R1, IL-1RAcP e IL-1R2, transcrito e
proteina

A expressao dos receptores de IL-1a e IL-1B também foi avaliada. Os niveis
proteicos do receptor IL-1R1, cuja ativacdo induz a sinalizacéo da via, também estavam
significativamente reduzidos nas linhagens tumorais em relagdo aos queratinécitos
normais e transduzidos. De forma semelhante, IL-1R2, receptor cuja ativagdo nao induz
a via, apresentou expressdo reduzida nos queratindcitos imortalizados com E6/E7 e
praticamente inexistente (MRNA e proteina) nas linhagens tumorais. No que se refere
ao transcrito de IL-1R1, verifica-se a producdo de mRNA pelas linhagens tumorais,

sugerindo a regulacéo pds-transcricional deste gene (Figura 19).
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O receptor acessorio IL-RAcP, também necessario a inducdo da sinalizagéo, foi
avaliado quanto a expressao proteica. Foi verificada a expressao ligeiramente menor
deste receptor nos queratinocitos transduzidos com E6 e E7. Nas linhagens tumorais,
apenas C33 (HPV-) apresentou niveis proteicos significativos (Figura 19b).

a & b
MW A AS & » MW & s 2
& &+ > ) N
ka) 8 @ & S &P ks & & & & & J&&E
85 | — — | ams 66 I 5T ] ( |iL-1RACP
. .
45 = - - - | iL-1r2 42 | | | p— L
50 [ Sw— s s’ Tubulina
c IL-1R1 (MRNA) d IL-1R2 (MRNA)
69 15
g 2
5 4 T E 1.04
2 2
»
§ 2 g 0.5
& T &
0 0.0 v T v
& & & @ & & & @

Figura 19 - Expressédo de IL-R1, IL-1R2 e IL-1RAcP em queratindcitos normais, transduzidos
com E6/E7 de HPV16 e linhagens tumorais. (a) e (b): Niveis proteicos nos extratos celulares.
Imagem representativa, western blot. (¢c) e (d): Niveis de mRNA, PCR em tempo real. PHK:
gueratindcitos normais; @: queratinécitos transduzidos com o vetor pLXSN vazio; E6: queratindcitos
transduzidos com o oncogene E6 de HPV16; E7: queratindcitos transduzidos com o oncogene E7 de
HPV16; E6/E7: queratindcitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 em passagem 5;
E6/E7 imort: queratindcitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 imortalizados; C33:
linhagem tumoral cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; Hela:
linhagem tumoral cervical HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
Teste estatistico aplicado: ANOVA. (*): p<0,05.

4.1.3. Reducédo dos niveis do antagonista IL-1Ra, transcrito e proteina

A ligacdo de IL-1Ra, antagonista natural da via da IL-1, aos respectivos
receptores celulares, bloqueia a resposta pro-inflamatoéria iniciada por IL-1a e IL-1f.
Conforme apresentado na figura 20, a presenca dos oncogenes do HPV nos
queratindcitos transduzidos foi responsavel pela reducdo da expressao proteica de IL-
1Ra em relacéo as ceélulas contendo o vetor vazio. Nas linhagens tumorais, a expressao

tanto de mMRNA quanto de proteina, foi significantemente reduzida.
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Figura 20 - Expressao de IL-1Ra em queratindcitos normais, transduzidos com E6/E7 de HPV16
e linhagens tumorais. (a): Niveis proteicos nos extratos celulares. Imagem representativa, western
blot. (b): Niveis de mRNA, PCR em tempo real. PHK: queratindcitos normais; &: queratindcitos
transduzidos com o vetor pLXSN vazio; E6: queratindcitos transduzidos com o oncogene E6 de
HPV16; E7: queratindcitos transduzidos com o oncogene E7 de HPV16; E6/E7: queratindcitos
transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 em passagem 5; C33: linhagem tumoral cervical
HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; HeLa: linhagem tumoral cervical
HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados em triplicata.Teste estatistico aplicado:
ANOVA. (**): p<0,01.

4.1.4. Impacto do tratamento com 5-AZA na transcricdo dos genes da via da IL-1

Visto que a expressédo dos genes da via da IL-1 encontra-se, de forma geral,
reduzida nas linhagens tumorais cervicais, buscou-se verificar qual a contribuicdo do
processo de metilagdo génica em tal reducdo. Os niveis de mRNA observados apos o
tratamento com o agente demetilante 5-aza-2’-deoxitidina (5-AZA) séo apresentados na
figura 21. Quanto maior o aumento da expressdo de mRNA apdés tratamento, maior a

importancia da metilacdo no controle da expressao génica.
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Figura 21 - Expresséo de IL-1a, IL-1B, IL-1R1, IL-1R2 e IL-1Ra nas linhagens tumorais cervicais
apo6s tratamento com 5uM de 5-AZA. Niveis de mMRNA, PCR em tempo real. C33: linhagem tumoral
cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; HeLa: linhagem tumoral
cervical HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Teste estatistico
aplicado: ANOVA. (**): p<0,01; (***): p<0,001; (****): p<0,0001.

4.1.5. Secrecéo de citocinas da via da IL-1 pelos queratinécitos transduzidos

Visto que os componentes da via da IL-1, mesmo 0s receptores, sdo também
secretados, o sobrenadante de queratindcitos transduzidos com o0s oncogenes de
HPV16 foram analisados por Luminex para a detecgédo de IL-1f3, IL-1Ra, IL-1R1 e IL-
1R2 (figura 22).
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Figura 22 - Expressao de citocinas secretadas nos queratinécitos transduzidos. Luminex. @:
queratinécitos transduzidos com o vetor pLXSN vazio; E6: queratindcitos transduzidos com o
oncogene E6 de HPV16; E7: queratindcitos transduzidos com o oncogene E7 de HPV16; E6/E7:
gueratinécitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16 em passagem 5. Teste estatistico
aplicado: ANOVA. (**): p<0,01; (***): p<0,001.
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4.1.6. Ativacdo da via da IL-1 nas linhagens tumorais HPV apds inducao

Com o objetivo de verificar se a sintese dos componentes da via da IL-1 poderia
ser estimulada nas linhagens tumorais, as mesmas foram tratadas com IL-1(3
recombinante humana e LPS recombinante humano. Conforme apresentado a seguir, a
sintese de IL-6 e IL-8, citocinas conhecidamente induzidas por IL-13, foi
significantemente maior quando PHK, SiHa (HPV16+) e HeLa (HPV18+) foram tratadas
com IL-1B (Figura 23).
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Figura 23 - Expressédo de IL-6 e IL-8 apOs estimulo das células com IL-18 (1ng/mL) e LPS
(5ug/mL). Niveis proteicos no sobrenadante das culturas, ELISA. PHK: queratindcitos normais; C33:
linhagem tumoral cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; Hela:
linhagem tumoral cervical HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
Teste estatistico aplicado: ANOVA. (****): p<0,0001.

4.2. Avaliacdo dos componentes da via da IL-1 nas linhagens celulares: IL-18,
IL-18BP, IL-18Ra e IL-18RB

A expressédo de IL-18, outra importante citocina pré-inflamatoéria da via da IL-1,
também foi avaliada nos queratindcitos normais, transduzidos com os oncogenes E6
e/lou E7 de HPV16 e linhagens tumorais de origem cervical, conforme resultados a

seqguir.

4.2.1. IL-18 e IL-18BP: atividade do promotor, niveis de transcrito e proteina

Ao contrario do observado para os demais componentes da via da IL-1, cuja
expressao encontra-se significativamente reduzida nas linhagens tumorais cervicais em

relacdo aos queratindcitos normais, a citocina proé-inflamatéria IL-18 € produzida por C33
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(HPV-), SiHa (HPV16+) e HeLa (HPV18+), mesmo quando n&o induzidas. Nota-se que a
expressdo em C33 (HPV-) é significativamente superior as demais linhagens. A

atividade do promotor reflete o observado em termos de mRNA e proteina (Figura 24).

O efeito resultante de IL-18, no entanto, € dependente do balanco entre os niveis
da citocina e de seu antagonista natural, IL-18BP. Em C33 (HPV-), ambos 0s transcritos
sao expressos de forma semelhante. No caso de SiHa (HPV16+), embora a expressao
de IL-18 seja a menor entre as trés linhagens, os niveis de IL-18BP sdo os maiores
considerando-se as mesmas células. HeLa (HPV18+), no entanto, produz mais IL-18 e

menos IL-18BP, quando comparada as demais linhagens tumorais (Figura 24).
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Figura 24 - Expressao de IL-18 e IL-18BP nos queratinécitos e linhagens tumorais cervicais.
(a): Atividade do promotor de IL18, ensaio de luciferase. (b): Niveis de IL-18 (mMRNA), PCR em tempo
real. (c): Niveis proteicos de IL-18, western blot. (d): Niveis de IL-18BP (mRNA), PCR em tempo real.
PHK: queratinécitos normais; @: queratinécitos transduzidos com o vetor pLXSN vazio; EG6:
gueratinécitos transduzidos com o oncogene E6 de HPV16; E7: queratindcitos transduzidos com o
oncogene E7 de HPV16; E6/E7: queratindcitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16
em passagem 5; E6/E7 imort: queratinécitos transduzidos com os oncogenes E6 e E7 de HPV16
imortalizados; C33: linhagem tumoral cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16
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positiva; HelLa: linhagem tumoral cervical HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados
em triplicata. Teste estatistico aplicado: ANOVA. (**): p<0,01; (***): p<0,001; (****): p<0,0001.
4.2.2. Receptores de 1L-18

A figura 25 apresenta 0s niveis de expressdo de transcritos dos receptores
celulares necessérios a sinalizacao induzida por IL-18. Tanto o receptor IL-18Ra quanto
0 co-receptor IL-18R[3 sdo expressos em PHK e nas linhagens tumorais, principalmente
SiHa e Hela.
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Figura 25 - Expressao dos receptores de IL-18 nas linhagens tumorais cervicais. (a): Niveis de
IL-18Ra (MRNA), PCR em tempo real. (b): Niveis de IL-18RB (MRNA), PCR em tempo real. PHK:
queratinécitos normais; C33: linhagem tumoral cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral
cervical HPV16 positiva; HelLa: linhagem tumoral cervical HPV18 positiva.Todos o0s experimentos
foram realizados em ftriplicata. Teste estatistico aplicado: ANOVA. (**): p<0,01.

4.3. Ativacdo do Inflamassoma

Tanto IL-1B quanto IL-18 s&@o produzidas sob a forma de pré-citocinas, e
precisam ser clivadas para a liberacdo da proteina madura, clivagem esta mediada pelo
complexo do inflamassoma. A figura 26 apresenta os niveis de mRNA relativos aos
componentes dos diferentes tipos de inflamassomas nas linhagens tumorais cervicais.
Em C33 (HPV-), predomina a expressdo de NOD1, seguido de NLRP3. Em SiHa
(HPV16+) destacam-se NOD1, AIM2 e NLRP3, seguidos de NLRP1 e PYCARD em
niveis mais baixos. Em HelLa (HPV18+), além de NOD1, é observada a expressao de
NLRP1 e NLRP3.
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Figura 26 - Expressdo dos componentes do complexo do inflamassoma nas linhagens
tumorais cervicais. (a): Inflamassomas, diferentes componentes (MRNA), PCR em tempo real. (b):
Caspase-1 e proteina adaptadora (ASC) (mRNA), PCR em tempo real. C33: Linhagem tumoral
cervical HPV negativa; SiHa: linhagem tumoral cervical HPV16 positiva; HeLa: linhagem tumoral
cervical HPV18 positiva.Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata.Teste estatistico
aplicado: ANOVA. (*): p<0,05. (**): p<0,01. (***): p<0,001.

4.4. Edicdo génicade IL-18 por CRISPR-Cas9

Visto que a IL-18 é constitutivamente expressa tanto nos queratindcitos normais
gquanto nos tumorais, decidiu-se por silenciar a citocina e avaliar os efeitos do
silenciamento. Na figura 27 sdo apresentados os niveis proteicos de IL-18 no pool de
células correspondente a cada uma das linhagens tumorais HPV positivas, transduzidas
com o vetor vazio () ou editadas geneticamente (Crispr).
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Figura 27 - Expresséo proteica de IL-18 nas linhagens tumorais cervicais ap6s edi¢cdo génica.
Western Blot. SiHa wt: linhagem tumoral cervical HPV16+ selvagem; SiHa @: SiHa transduzida com
0 vetor vazio. SiHa IL-18 Crispr: SiHa silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. HeLa wt: linhagem
tumoral cervical HPV16+ selvagem; HeLa @: Hela transduzida com o vetor vazio. HelLa IL-18
Crispr: Hela silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9.
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4.4.1. Ensaios Funcionais

4.4.1.1. Ensaio de proliferacao celular

Os efeitos do silenciamento de IL-18 na proliferacao celular séo demonstrados na
figura 28. Verifica-se que a auséncia de IL-18 compromete a proliferacdo em ambas as
linhagens tumorais avaliadas. A adicdo exdgena da citocina recombinante ndo foi capaz

de reverter o efeito do silenciamento.
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Figura 28 - Ensaio de proliferagdo celular. (a) SiHa; células transduzidas com o vetor vazio,
silenciadas para IL-18 e silenciadas para IL-18 tratadas com 200ng/mL de IL-18 recombinante
humana. (b) HelLa; células transduzidas com o vetor vazio, silenciadas para IL-18 e silenciadas para
IL-18 tratadas com 200ng/mL de IL-18 recombinante humana. Experimentos realizados em triplicata.
Teste estatistico aplicado: ANOVA. (*): p<0,05. (**): p<0,01. (***): p<0,001.

4.4.1.2. Avaliacdo da viabilidade, citotoxicidade e apoptose

As linhagens tumorais silenciadas para IL-18 ou contendo o vetor vazio foram
tratadas com cisplatina (4ug/mL) ou cisplatina e IL-18 recombinante humana
(4ug/mL+100ng/mL) por 48h e analisadas quanto a viabilidade, citotoxicidade e
apoptose (kit ApotoxGlo Promega). O objetivo foi avaliar o impacto do silenciamento nos
parametros acima mencionados, bem como a resposta ao tratamento com cisplatina,

que é uma das opgOes terapéuticas disponiveis para o cancer cervical (Figura 29).
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Figura 29 - Avaliacdo de viabilidade, citotoxicidade e apoptose nas linhagens silenciadas ou
ndo para IL-18. Kit ApotoxGlo Promega. (a) viabilidade; (b) citotoxicidade; (c) apoptose. As células
foram tratadas por 48h com cisplatina (4ug/mL) ou cisplatina + IL-18rh (4ug/mL + 200ng/mL).
Experimentos realizados em triplicata experimental. Teste estatistico aplicado: ANOVA. (*): p<0,05.
(**): p<0,01. (***): p<0,001. (****): p<0,0001.
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4.4.1.3. Ensaio clonogénico

A formacao de colbnias a partir de células plaqueadas isoladamente também foi
avaliada nas linhagens editadas geneticamente. Seguindo a tendéncia observada no
experimento anterior, as células silenciadas mostraram menor capacidade de formar
colénias (coradas em azul escuro com cristal violeta) em comparagao aquelas contendo
0 vetor vazio, embora apenas Hela tenha apresentado diferenca significativa (Figura
30).

IL-18 Crispr

Ensaio clonogénico

100
SiHa
so- — . -
£ 60 1
ra
o 407
204
0- v T
é“p ‘\y
HelLa
m o
IL-18 Crispr

Figura 30 - Ensaio clonogénico. (a) Aspecto das colbnias, observadas a olho nu, coradas com
cristal violeta. (b) Quantificacdo do nimero de colénias. SiHa @: SiHa transduzida com o vetor vazio.
SiHa IL-18 Crispr: SiHa silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. HeLa @: Hela transduzida com o
vetor vazio. HelLa IL-18 Crispr: Hela silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. Representacao grafica
de trés experimentos distintos. Teste estatistico aplicado: ANOVA. (*): p<0,05.

4.4.1.4. Ensaio de fechamento da ferida (wound healing assay)

O ensaio de fechamento da ferida permite inferir a capacidade de migracéo
celular. De acordo com exposto na a seguir, ndo foi possivel estabelecer evidéncia
estatistica capaz de diferenciar o comportamento das células nas diferentes condicdes.
Foi observada tendéncia a maior migracdo em SiHa (HPV16+) silenciada em
comparacao a contendo o vetor vazio. Quando considerada apenas SiHa silenciada,
houve uma tendéncia & maior migracdo nas linhagens tratadas com IL-18 recombinante
humana. Nota-se a capacidade migratdria bastante superior de Hela (HPV18+) em

relacdo a SiHa (HPV16+) (Figura 31).
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Figura 31 - Ensaio de fechamento da ferida. (a) SiHa; transduzida com o vetor vazio, silenciada
para IL-18 e silenciada para IL-18 tratada com 100ng/mL de IL-18 recombinante humana. (b) HelLa;
transduzida com o vetor vazio, silenciada para IL-18 e silenciada para IL-18 tratadas com 100ng/mL
de IL-18 recombinante humana. SiHa @: SiHa transduzida com o vetor vazio. SiHa IL-18 Crispr:
SiHa silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. HeLa @: Hela transduzida com o vetor vazio. HelLa IL-
18 Crispr: Hela silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. Representacdo grafica de trés
experimentos distintos. Teste estatistico aplicado: ANOVA.
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4.4.1.5. Ensaio de proliferacdo e invasdo em matrigel a partir de esferoides

O potencial de invasao das linhagens celulares editadas geneticamente foi
avaliado. Inicialmente foram produzidos esferoides, cuja estrutura representa de forma
mais fidedigna o observado nos tumores sélidos. Em seguida, foram avaliados o
aumento da area do esferoide e a habilidade de invasédo da matriz de matrigel adjacente
(através da medida das projecdes celulares de invaséo). Os resultados encontram-se na
figura 32.

No caso de SiHa (HPV16+), apenas a area do esferoide foi avaliada, visto que tal
linhagem nao apresentou, no modelo utilizado, capacidade de invasao. Observou-se o
aumento significativo da area dos esferoides formados pela linhagem silenciada em
relacdo a contendo o vetor vazio. Em HelLa (HPV18+), da mesma forma, observou-se o
aumento significativo da area dos esferoides formados pela linhagem silenciada em

relacdo a contendo o vetor vazio, bem como uma tendéncia a maior capacidade de

invasao.
a
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Figura 32 - Ensaio de invasao. (a) Graficos representando a variacdo na area dos esferoides (SiHa
e Hela) e projecdes de invasdo (HelLa). (b) Aspecto dos esferoides de SiHa de acordo o tempo. (c)
Aspecto dos esferoides de HelLa de acordo o tempo. Podem ser observadas projecdes celulares
associadas a invasdo. SiHa @: SiHa transduzida com o vetor vazio. SiHa IL-18 Crispr: SiHa
silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. HelLa @: Hela transduzida com o vetor vazio. HeLa IL-18
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Crispr: Hela silenciada para IL-18 via CRISPR-Cas9. Representacéo gréfica de trés experimentos
distintos. Teste estatistico aplicado: ANOVA. (****): p<0,0001.

b

SiHa @ SiHa IL-18 Crispr




HelLa @

Hela IL-18 Crispr
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A éarea e as projecOes de invasdo dos esferoides formados pelas linhagens
tumorais silenciadas ou contendo o vetor vazio também foram avaliadas na presenca de
100ng/mL de IL-18 recombinante humana. Da mesma forma, SiHa (HPV16+) né&o
apresentou capacidade de invasdo importante, ao contrario de HeLa (HPV18+). Em
ambas as linhagens tumorais o tratamento com a citocina exdgena reduziu o

crescimento dos esferoides e a capacidade invasora, nas células silenciadas ou nao
(Figura 33).
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Figura 33 - Ensaio de invasdo com adicdo de 100ng/mL de IL-18 recombinante humana.
Gréficos representando a variacdo na area dos esferoides (SiHa e Hela) e projecdes de invasao
(HeLa). SiHa @: SiHa transduzida com o vetor vazio. SiHa IL-18 Crispr: SiHa silenciada para IL-18
via CRISPR-Cas9. HeLa @: Hela transduzida com o vetor vazio. HeLa IL-18 Crispr: Hela silenciada
para IL-18 via CRISPR-Cas9. Teste estatistico aplicado: ANOVA. (****): p<0,0001.
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4.4.1.6. Ensaio de angiogénese

Com o objetivo de avaliar a importancia de IL-18 na angiogénese, células HUVEC
foram cultivadas em matriz de matrigel na presenca de sobrenadante de culturas de
HelLa e SiHa (ambas esferoides), silenciadas para a citocina em questdo ou contendo o

vetor vazio (Figura 34).

Verificou-se que, embora sem diferenca estatistica, a mensuragédo da maioria dos
elementos associados a angiogénese apontou para uma tendéncia a maior formacéo de
estruturas tubulares na presenca dos sobrenadantes das linhagens silenciadas para IL-
18. A andlise da soma das areas das circunferéncias delimitadas pelos tubos formados

apresentou diferenca significativa no mesmo sentido (Figura 34d).
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Figura 34 - Ensaio de inducdo da angiogénese. Estruturas semelhantes a tubos formadas por
células HUVEC em matriz de matrigel apds 6h em cultura. A imagem a esquerda corresponde a
visualizagdo em microscoépio éptico (aumento 1000X). A imagem a direita corresponde a marcacao
gerada pelo software ImageJ para identificagdo das estruturas componentes dos tubos, a saber:
segmentos (linhas em amarelo); bifurcagdes (pontos em vermelho); jung¢des (pontos circulados em
azul, formados pela juncdo de 3 ou mais segmentos); ramos (linhas em verde); tubos/area dos
tubos (regibes circulares delimitadas por linhas azul ciano); (a) HUVECs cultivadas sem e com
adicdo de 100ng/mL de IL-18 recombinante humana. (b) HUVECSs cultivadas com sobrenadante de
SiHa@ e SiHa IL-18 Crispr. (c) HUVECSs cultivadas com sobrenadante de HeLa@ e HelLa IL-18 Crispr.
(c) Quantificacdo dos elementos componentes das estruturas semelhantes a tubos (nimero de nos,
juncd@es, tubos, soma das areas dos tubos e comprimento) quantificados pelo software ImageJ. SiHa
@:. SiHa transduzida com o vetor vazio. SiHa IL-18 Crispr: SiHa silenciada para IL-18 via CRISPR-
Cas9. HelLa @: Hela transduzida com o vetor vazio. HeLa IL-18 Crispr: Hela silenciada para IL-18
via CRISPR-Cas9. Representacao grafica de trés experimentos distintos. Teste estatistico aplicado:
ANOVA. (****): p<0,0001.
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4.5. Avaliacdo histopatologica: IL-18 em amostras de cancer cervical

Amostras de 62 pacientes com cancer cervical avancado foram analisadas por
imunohistoquimica quanto a expressdo de IL-18 no tecido tumoral e infiltrado

inflamatério.

Figura 35 - Imunohistoquimica para a deteccdo de IL-18. (a) Epitélio normal. Marcacéo
citoplasmatica e nuclear. (b) Céncer cervical, marcacdo de intensidade fraca, predominantemente
nuclear. Presenca de infiltrado inflamatdrio em pequena quantidade. (c) Cancer cervical, marcagéo de
intensidade fraca. Infiltrado presente em grande quantidade, localizac@o principalmente peritumoral.
(d) Céncer cervical, marcacdo de intensidade forte, nuclear e citoplasmaética. Infiltrado presente em
pequena quantidade. (e) Cancer cervical, marcacdo de intensidade forte, predominante nas bordas
do tumor, nuclear e citoplasmatica. Infitrado presente em grande quantidade, localizacédo
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principalmente peritumoral. (f) Cancer cervical, marcacdo de intensidade forte, predominantemente
nuclear. Infiltrado presente em grande quantidade, localizacao principalmente peritumoral.

A seguir sdo apresentadas as tabelas referentes a andlise estatistica dos dados
obtidos apos avaliacdo das laminas pelo patologista (Tabelas 8 a 17).

Foi observada diferenca significativa quando comparada a sobrevida global dos
pacientes em cujas amostras o infiltrado inflamatorio era peritumoral (maior sobrevida
global, media de 3,98 anos; p=0,047) versus peritumoral e intratumoral (media de 2,96
anos) (Tabela 13).

Verificou-se, também, diferenca significativa quando avaliada a intensidade da
marcacdo para IL-18 na borda do tumor. Tumores negativos ou com marcacao mais
itensa nas bordas foram associados a resposta completa ao tratamento (p=0,027). A
ocorréncia de recidiva linfatica foi mais frequente nos tecidos negativos para IL-18, e a
menor ocorréncia foi associada a bordas mais intensamente marcadas (p=0,034)
(Tabela 11).



Tabela 8 - Andlise descritiva das variaveis categoéricas (pacientes e amostras)

ldade das pacientes n %
20-29 3 4.84
30-39 4 6.45
40-49 12 19,35
50-54 | 33.87
60-69 18 30.65
T0-79 3 4.84
Grau histologico tumor n %
1 4 6.5
2 46 75.41
3 10 16.39
DA 1 1.64
MNao informado 1
Grupo tratamento n %
CRT 32 51.61
RT 30 48.39
Resposta ao tratamento n %%
RC 58 95.08
RP 3 492
N&o informado 1
Recidiva n Yo
Sim 36 592
MNao 25 40.98
Nao informado 1
Recidiva local n %
Sim 11 18.03
Mao 50 8197
Nao informado 1
Recidiva linfatica n Yo
Sim 13 213
MNao 48 T8.69
MN&o informado 1
Recidiva sistémica n %
Sim 16 26.23
MNao 45 7677
Nao informado 1
Obito por cancer n %
Sim 25 40.32
Mao (outras causas) 3 4.84
Pacientes vivas 34 54.84

*DA: dado ausente



Tabela 9. Analise descritiva das variaveis categéricas (marcacédo das amostras com IL-18)

ldade das pacientes (anos)

20-29
30-39
40-49
50-50
60-69
70-79
Grau histolégico tumor
1

DA
MNao informado
Grupo tratamento
CRT
RT
Resposta ao tratamento
RC
RP
Mao informado
Recidiva
Sim
Mao
MNao informado
Recidiva local
Sim
Mao
Nao informado
Recidiva linfatica
Sim
Mao
MNao informado
Recidiva sistémica
Sim
Mao
Méo informado
Obito por céncer
Sim
Mao (outras causas)
Pacientes vivas

*DA: dado ausente

12
21
19

46
10

32
30

58

Yo
4.84
6.45
19.35
33.87
30.65
4.84
%
6.5
75.41
16.39
1.64

Yo
51.81
48.39

95.08
4,82

59.2
40.98

18.03
81.97

21.31
78.69

%
26.23
T6.77

%
40.32
4.84
54.84

70



Tabela 10 - Analise descritiva das variaveis numéricas

Wariavel
Idade [anos)

Tempo de tratamento (dias)
Escore (nicleo x extenséo)
Escore (citoplasma x extensao)
Sobrevida livre de doenga (anos)

Sobrevida global (anos)

G2

Gz

62

G2

61

62

Meédia

53.55

89.81

5.60

5.35

323

346

D.P.

11.67

2921

4.3

3.36

21

207

Minimao

24.00

34.00

1.00

1.00

013

0.20

an

45.00

69.00

3.00

3.00

139

1.53

Mediana

55,50

B4.50

6.00

6.00

247

326

Q3

62.00

106.0
v]

&.00

6.00

519

519

71

Maximo
TE.00
184.00
12,00
12.00
T.40

T.40
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Tabela 11 — Comparagio das variaveis categdricas (marcagio do tumor com IL-18)

Marcagio IL-18 tecido tumoral

Mais intensa
n Megativa  Fraca Forte P Megativa Fraca Forte P Megativo < 10% Wasi®  >50% o Megativo  Uniforme  nas bordas do P
tumar

1 4 12,50 306 B 0.0 o.58 10.00 0,00 10.00 034 0.0 0.0 10,53 328

z 46 250 7878 B 5.0 BT.74 80.00 B0.00 0.00 7931 7500 B0.00 B84 7813
DA 0403 093 05542

3 1 18,75 1618 83 0.0 22.58 10.00 10.00 30.00 034 2500 000 7.5 1563

DA 1 525 0.00 000 500 000 000 10.00 0.00 0.00 000 000 .00 D00

CRT 32 5882 4B 4B 5000 3333 B.52 50000 36.36 S0.00 s04T 58.33 0708 3636 4737 4958
o7 ooar | 0.380¢

RT 30 41,498 5152 50.00 BE.ET 3548 50000 6164 50,00 4483 41.67 6364 5263 A0.E3

Campleta 58 412 9375 L 8032 10000 100.00 100,00 8929 100.00 w000 EILE 100,00

0.277 45T 0,027

Farclal 3 588 625 0.0 0.0 a8 0.00 .00 0.00 07 0.0 00 16.67 000

5im 1% 235 vt Zra 20.57 29.03 1 arar 20,00 2069 #rar Py .58 2258
1.00¢ 0536 paz 0,796

Nio a5 647 7273 273 7143 T0.57 8889 7273 80.00 7531 7273 7273 BE.42 74z

Sim 13 35.29 1815 13.138 28.57 18.35 111 4545 Lkl 1724 2727 4545 26.32 268
narz 0.580¢ 0.0 0034

Mo 48 =471 84.85 B1.82 T1.43 BOES 3888 54.55 100.00 A276 T273 B4 .55 Ti68 8032
Sim 1 11.76 21.21 18.18 0801 14.28 22.58 111 o739 a.09 30,00 13.78 T 01,5087 =X =] 21.05 19.35 I
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Tabela 12 — Analise das variaveis categoricas (infiltrado inflamatério)

Forte Periturmoral
n Megativa Fraca 3 P
1 4 15.38 6.67 0.00 6.90 645
2 46 B4 B2 6333 8a.24 T5.66 74.19
04297 1.000F
3 10 0.00 2667 11.76 1724 16.13
[+ 1 0.00 333 0.00 0.00 33
CRT 32 5385 6129 35.29 5333 51.61
o.225"
RT 30 4515 b= g | 64.71 4567 4833
Completa 58 9167 .77 94,12 100.00 90.32
0.76% 0,238
Pareial 3 8.33 323 588 0.00 968
Sim 16 4515 19.35 25.00 20,00 333
01872 0.24%
Mao 45 5385 8065 75.00 80.00 66.67

Sim 13 2308 16.13 oy 20,00 33
0754

Mio 48 T6.92 887 68.73 2000 T6.67

Sim 1 2308 868 -] 20000 16.67
0176 073

Mio 50 T6.92 90,32 68.75 8000 8333

*DA: dado ausente



Tabela 13 - Comparacao das variaveis numéricas (localizag&o do infiltrado)

Localizacio
Infiltrado
inflamatdrio

Paritumaoral

Peritumoral +
Intratumoral

Variavel

Idade {anos)
Tempo tratamento
(meses)
Escore nucleo
Escore citoplasma
Sobrevida livre de
doenga
{anosg)
Sobrevida global
{anos)

Idade (anos)
Tempo trataments
(meses)
Escore nucleo
Escore citoplasma
Sobrevida livre de
doenca
{anos)
Sobrevida global
{anos)

an

28

k]|
H

|
H

30

H

Média

56.37
94 .83

a.7r
S5.&T7

363

398

50.61

B5.00

548
5.55

2.8

2,96

D.P.

11.46
20,65

333
3.53

g |

2m

11,48

30.33

3.38
324

21

2.08

Minimo

27.00
61.00

1.00
1.00

07

0.30

24,00

34.00

1.00
1.00

013

020

al

50,00

71.00

3.00
200

1.60

239

42,00

G4.00

3.00
4.00

0.65

1.1%

Mediana

58.00
B6.50

6.00
.00

.66

.93

52.00

TH.00

6.00
G.00

243

2.64

a3

63.00

107.00

8.00
3.00

5.60

5T

59.00

Q0.00

.00
G.00

5.11

a.n

Maximo

T6.00

184.00

12.00
1200

740

7.40

75.00

177.00

12.00
12.00

7.06

.06

*Valor p referente ao teste de Mann-Whitney para comparacao dos valores entre 2 grupos.

o

0.029
0104

0,624
0.7

a.117

0.047

74



Tabela 14 - Analise de regresséo de Cox univariada para sobrevida livre de doenca (n=61).

Variavel Categorias Valor-P H.R.* IC 95% H.R.*
260 anos (ref.) - 1.00 -
Idade 50-59 anos 0.560 0.75 0.28 -2.00
<50 anos 0.381 1.51 0.60 -3.82
Idade andeloonlinua:  ogT b 0.939 — 1.009
(anos)
CRT (ref.) - 1.00 —
Sratamentoliupd RT 0.141 1.83 0.82 - 4.07
1-2 (ref. — 1.00 -
Grau histologico A 0.836 0.89 0.31 — 2,61
RC (ref.) -— 1.00 —-
Resposta ao-traiamento RP 0.005 10.31 2.01-5289
Nao (ref.) — 1.00 —-
Toxicidade aguda Sim 0.624 0.79 0.31 —2.00
Nao (ref.) — 1.00 —
JoKickinde fain sim 0.192 0.55 0.23-1.35
Negativo (ref.) — 1.00 -
Nucleo +1 0.749 0.86 0.35-2.14
+2 0.601 0.72 0.21-2.46
Negativo (ref.) — 1.00 —-
Citoplasma +1 0.721 0.86 0.38 - 1.97
+2 0.204 0.37 0.08 -1.71
Negativo (ref.) -—- 1.00 ---
Extenilo aa sisicicho +1 0.662 0.77 0.23 -253
¢ +2 0.126 0.45 0.16 - 1.25
+3 0.468 0.64 0.20-2.12
= Negativo (ref.) — 1.00 -
'"“::'ld’dl:‘;:,'r::f° Uniforme 0.459 0.67 0.23-1.93
Intensa 0.157 0.49 0.18 - 1.32
Score nucleo/extensio >1.5(rel.) = 100
ten exen 1.5 0.202 1.82 0.73 - 4.56
Score nucleo/extensdo Variavel continua 0.386 0.945 0.832 - 1.743
Score citoplasmalextensio >5'35(Bef') 0 ;25 lgg 0 68—:3 25
Variavel Categorias Valor-P H.R.* IC 95% H.R.*
Score citoplasmalextensao Variavel continua 0.247 0.927 0.816 — 1.054
Intensidade da marcagao Negat::’:’ (ref.) 0 5[53 ;gg 0 23—_"1 70
o 42143 0.528 140 0.50 - 3.95
ym z Peritumoral (ref.) — 1.00 -
Localizagdo do infiltrado Peri+Intratumoral 0.224 1.64 0.74 - 362

*HR (Hazard Ratio) = Raz&do de risco para recidiva; (n=36 Censuras e n=25 Recidivas). IC 95% HR =
Intervalo de 95% de confianca para a razéo de risco. Ref.: nivel de referéncia.

Tabela 15 - Andlise de regressdo de Cox multivariada para sobrevida livre de doenga (n=53).

Variaveis selecionadas Categorias Valor-P H.R.* IC 95% H.R.*
RC (ref.) —- 1,00 -
RSO AN RP 0.009 8.98 1.75 — 46.06

* HR (Hazard Ratio) = Raz&o de risco para recidiva; (n=32 Censuras e n=21 Recidivas). IC 95% HR =
Intervalo de 95% de confianca para a razé@o de risco. Critério Stepwise de selecao de variaveis. Ref.:
nivel de referéncia.
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Tabela 16 — Analise de regressao de Cox univariada para sobrevida (n=62).

Variavel Categorias Valor-P H.R.* IC 95% H.R.*
260 anos (ref.) — 1.00 -
Idade 50-59 anos 0.189 0.49 0.17 - 143
<50 anos 0.293 1.60 0.67 - 3.87
Idade Variavel continua (anos) 0.035 0.960 0.924 - 0.997
CRT (ref.) —- 1.00 -
iyt b g o RT 0.379 1.43 0.65-3.15
;o 1-2 (ref.) 1.00
Grau histologico 3.4 0.732 1.19 0.44 —3.19
RC (ref.) - 1.00 -
HESPOSIE Ao Sa e RP <0.001 25.16 4.94 - 128.12
Toxicidade aguda Nagigaef') 0.266 (1):2'?' 021154
Nao (ref.) —- 1.00 -
bxickiace tadia Sim 0.254 0.61 0.26 - 1.43
Negativo (ref.) —- 1.00 -—
Nicleo +1 0.851 0.91 0.35-238
+2 0.856 0.90 0.27 -2.94
Negativo (ref.) - 1.00 -
Citoplasma +1 0.971 0.98 042 -2.31
+2 0.420 0.58 0.16 -2.16
Negativo (ref.) - 1.00 -
o A +1 0.594 0.70 0.19-262
Extensao da marcacgao +2 0.270 055 0.19 — 1.60
+3 0.698 0.79 0.24 - 2.60
Negativo (ref.) - 1.00 -
'“‘e::'f’.:r‘:;‘;z T:::f“ Uniforme 0.778 0.85 0.29-255
Intensa 0.228 0.52 0.18 - 1.50
& ; <3.5 (ref.) 1.00
core nucleolextensao >3.5 0837 0.91 0.36 — 2.28
Score nucleo/extensao Variavel continua 0.753 0.980 0.865 — 1.110
Score citoplasmalextensio >8.:8(gef.) 0;&11 :gg 0.51 ':5 68
Score citoplasmal/extensao Variavel continua 0.597 0.968 0.857 - 1.093
Intensidade da marcagéo Negauno (ref.) 0 '37 4 ;gg 0 23': 175
goinfiltrado 42143 0.593 133 0.47 -3.77
Peritumoral (ref.) - 1.00 -
SONIzaD O it e Peri+Intratumoral 0211 166 0.75-367

* HR (Hazard Ratio) = Raz&do de risco para 6bito; (n=37 Censuras e n=25 Obitos). IC 95% HR =
Intervalo de 95% de confianca para a razéo de risco. Ref.: nivel de referéncia.

Tabela 17 - Andlise de regresséo de Cox multivariada para sobrevida (n=54).

Variaveis selecionadas Categorias Valor-P H.R.” IC 95% H.R.*
RC (ref.) - 1.00 -
3 RESHOMA a0 Galanes o RP <0001 2197 4.31-111.85

*HR (Hazard Ratio) = Raz&o de risco para 6bito; (n=33 Censuras e n=21 Obitos). IC 95% HR =
Intervalo de 95% de confianca para a razéo de risco. Critério Stepwise de selecao de variaveis. Ref.:
nivel de referéncia.
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As curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenca em relacdo a
localizagdo do infiltrado inflamatério e escore de marcacdo para IL-18 nuclear e
citoplasmatica sao apresentadas abaixo (Figura 36). Embora nao tenha sido observada
diferenca significativa, verificou-se tendéncia a melhores resultados quando a

localizac&o do infiltrado era peritumoral ou quando os escores de marcacao para IL-18

eram maiores.
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Figura 36 - Andlise de sobrevida global e sobrevida livre de doenca. *HR (Hazard Ratio)=Razédo
de risco. IC 95%-= Intervalo de 95% de confianca. Kaplan-Meier.



78

4.6. Avaliacdo histopatologica: caracterizacao do infiltrado inflamatério

Considerando-se a importancia do microambiente tumoral e seus componentes
imunes, bem como a participacdo da IL-18 como citocina mediadora das interacdes
entre eles, decidiu-se por caracterizar o infiltrado inflamatdério nas mesmas 62 amostras
de cancer cervical avancado ja avaliadas quanto a marcagao por IL-18. A seguir sao
apresentados resultados preliminares, visto que a andlise estatistica ainda sera

realizada.

Apenas para fins descritivos, a figura 37 representa uma amostra proveniente de
uma paciente de 64 anos, diagnosticada com carcinoma cervical de células escamosas
estagio 1B, grau histolégico 3. A paciente foi submetida ao tratamento por radioterapia
(exclusivamente), por 64 dias. Apresentou recidiva linfatica e foi a Obito por cancer

cervical.

Quanto a marcacdao para IL-18, apresentou escore nuclear e citoplasmético igual
a 8, maior intensidade de marcacdo nas bordas do tumor, e infiltrado fortemente

marcado para a mesma citocina, de localizagéo principalmente peritumoral (Figura 37a).

Quanto a caracterizacdo do infiltrado inflamatério, a leitura realizada pelo
patologista apontou para importante marcagdo para CD4 nas margens de invasdo do
tumor e estroma (Figura 37b), marcacdo para CD8 de localizagc&o intratumoral (tumor
inflamado), peritumoral e estroma (Figura 37c), coloracdo bastante rara para FOXP3
(marcador células T reguladoras; Figura 37d) e positiva para NCAM1 (CD56; marcador

células NK) na margem de invaséo e estroma (ndo mostrado).
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Figura 37: Imunohistoquimica para a deteccdo de IL-18, CD4, CD8 e FOXP3. Imagens obtidas em
microscopio 6ptico, aumento de 100x.

Ainda para fins descritivos, a figura 38 representa uma amostra proveniente de
uma paciente de 59 anos, diagnosticada com carcinoma cervical de células escamosas
estagio IIB, também de grau histoldgico 3. A paciente foi submetida ao tratamento por
radioterapia e quimioterapia associadas, por 79 dias. Nao apresentou recidiva e nao foi
a obito.

Quanto a marcacdo para IL-18, apresentou escore nuclear e citoplasmético igual
a 8, marcacao mais intensa nas bordas do tumor, e infiltrado inflamatério fracamente
marcado para a mesma citocina, de localizacdo peritumoral e intratumoral (Figura néo

apresentada).

Quanto a caracterizagdo do infiltrado inflamatoério, a leitura realizada pelo
patologista apontou marcacgéao fraca para CD4 de localizagdo intratumoral, peritumoral e
estroma (Figura 38a), marcacao intensa para CD8 de localizac&do intratumoral (tumor
inflamado) e fraca na regido peritumoral e estroma (Figura 38b), coloragédo negativa para
FOXP3 (marcador células T reguladoras; Figura 38c) e positiva para NCAM1 (CD56;
marcador células NK) no estroma (Figura 38d).
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Figura 38: Imunohistoquimica para a deteccédo de CD4, CD8, FOXP3 e NCAM1. Imagens obtidas
em microscopio Optico, aumento de 200x. Em (a) e (b) sdo mostrados quadros em destaque com
menor aumento (100x).
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5. Discussao

A atuacdo do sistema imune no contexto tumoral é alvo de diversos estudos. Se
por um lado a relacao entre inflamacédo e cancer ja foi bem estabelecida, principalmente
no que se refere ao papel da inflamacéao crénica na promocao e progressao tumoral, em
outro extremo, a utilizacdo de componentes do sistema imune para o tratamento do
cancer tem se mostrado uma alternativa promissora [90][91]. Este talvez seja um dos
maiores desafios em se tratando de imunidade e cancer: muitas vezes, as mesmas
células e até mesmo mediadores inflamatérios semelhantes, contribuem para um
resultado anti ou pré-tumoral. Como contornar a habilidade das células tumorais de

recrutar, a seu favor, instrumentos de defesa do organismo?

Hoje sabe-se que o cancer é uma doenca heterogénea, e que sua progressao é
resultado da interacdo dos diversos componentes do microambiente tumoral, incluindo
células tumorais, potencialmente heterogéneas entre si, sistema imune, estroma, e as
diversas proteinas relacionadas, refletindo sua complexidade de compreensdo e
tratamento. O aprofundamento em cada uma dessas areas basicas tem possibilitado,
como resultado de anos de estudos, a constru¢cdo de conhecimentos sélidos que
sustentam os avanc¢os no diagnostico e tratamento desta doenca que tanto impacto

causa na sociedade.

Quadros de inflamacdo crénica podem preceder o desenvolvimento tumoral,
promovendo um microambiente instavel que, juntamente com outros cofatores, favorece
o surgimento de alguns tipos de cancer, comprovadamente associados a inflamacéao
inicial. Em outras situagdes, a instabilidade genémica tipica de tumores ja estabelecidos
favorece o desenvolvimento de um quadro inflamatério crénico, capaz de comprometer
a resposta antitumoral e recrutar células imunossupressoras como células supressoras
de origem mieloide, macréfagos M2 e linfocitos T regulatérios. Em ambos os casos, o

resultado € pro-tumoral [92].

De forma geral, as citocinas sédo importantes mediadores da interacdo entre
resposta imune e tumor. Muitas sdo produzidas ndo apenas pelas células imunologicas,
mas também pelas tumorais e outras presentes no microambiente imune tumoral, como

fibroblastos. No caso especifico dos mediadores da inflamacéo, uma familia de citocinas
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merece destaque: a familia da IL-1. Neste trabalho foram abordadas a IL-1a, IL-18 e IL-
18, além de seus receptores e antagonistas. Tais proteinas tém sido alvo de muitos
estudos que envolvem desde doencas inflamatérias, autoimunes e cancer,
desempenhando, neste Ultimo caso, papel anti ou pré-tumoral, a depender do contexto,

modelo experimental e tipo de tumor [92].

Algumas das questfes iniciais deste estudo envolviam avaliar a funcdo da IL-1
nos tumores cervicais, citocina ja identificada como diferencialmente expressa em dados
anteriores do grupo de pesquisa envolvido neste trabalho [93] . Conforme demonstrado
na figura 18, tanto IL-1a quanto IL-18 sdo expressas pelos queratindcitos normais,
conforme j& demonstrado na literatura [20], mas também pelos queratindcitos
transduzidos com os oncogenes de HPV16. Nota-se que a expressao, principalmente de
IL-1B, encontra-se reduzida na presenca do oncogene E6, quando comparada com E7,
ambos isoladamente, apresentando-se em nivel intermediario quando transduzidos os

dois oncogenes simultaneamente (Figura 18a).

Em estudo publicado por Ainouze e colaboradores (2018), foi demonstrado que a
infeccdo por HPV16 induz a producdo de IL-1B pelos queratindcitos. No entanto, a
expressao dos genes precoces do virus, em especial E6, leva a degradacdo de p53,
inibicdo da transcricdo de IRF6 e regulacdo negativa do promotor de IL-1[3, consistindo
em um mecanismo de evasdo da resposta imune antiviral [81]. Niebler et al. (2013) ja
haviam demonstrado a regulacdo poés-traducional de IL-1B na presenca de E6 de

HPV16, por meio da degradagéo via proteassoma [68].

Nos queratinécitos imortalizados pelos oncogenes E6 e E7 de HPV16, mantidos
em cultura por mais de 100 passagens (neste estudo), observa-se uma tendéncia a
reducdo dos niveis das citocinas, de forma discreta para IL-1a e drastica para IL-1j3,
tendéncia esta, mantida nas linhagens tumorais de origem cervical C33 (HPV negativa),

SiHa e Hela (contendo HPV16 e 18 respectivamente).

Além do acumulo dos transcritos virais, acredita-se que 0 processo e
transformacéo celular possa, também, estar envolvido. Cabe ressaltar que, neste caso,
foram avaliados os niveis do precursor de IL-18 (31kD). A figura 18b mostra que a
reducéo dos niveis de IL-1a e IL-1B nas linhagens tumorais se da ao nivel transcricional,
concordando com o apresentado pelo estudo supracitado, bem como por trabalhos

desenvolvidos por outros autores [81][68].

Quando se trata dos receptores de IL-1, também é observada a reducdo da
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expressdo ao nivel proteico, no caso de IL-1R1 e j& ao nivel transcricional no caso do
receptor decoy IL-1R2, nas linhagens tumorais. O receptor acessorio, IL-1RAcCP,
também se encontra menos expresso, com excecao de C33, apontando para um efeito

potencialmente atribuido ao HPV (Figura 19).

Ainda no que tange aos receptores, € interessante notar que, nos queratinécitos
imortalizados por E6/E7, nos quais foi notada a reducdo de IL-1a e IL-1B, pode ser
observado o aumento de IL-1R1 (indutor da via) e a reducao de IL-1R2 (inibidor da via),

possivelmente um ajuste a menor disponibilidade dos agonistas nesse caso.

Finalmente, neste sentido, a proteina IL-1Ra, antagonista natural de IL-1,
apresentou reducdo significativa nos queratinécitos transduzidos com E6 e E7 em
relacdo ao vetor vazio, e foi praticamente indetectavel nas linhagens tumorais (Figura
20).

Considerando-se os resultados obtidos neste estudo e o demonstrado pelos
demais trabalhos encontrados na literatura, a regulacéo da expressédo dos componentes
da via da IL-1 se da por mecanismos variados. Conforme apresentado na figura 21, o
tratamento com o agente demetilante 5-AZA promoveu 0 aumento da transcricdo, de
forma variada a depender da célula e gene envolvido, sugerindo o papel de alteracdes
epigenéticas, neste caso a metilagdo, na regulacdo da via de IL-1. Convém que tais
dados sejam mais profundamente investigados, bem como a participagédo do HPV neste
processo. Nao se deve excluir a possibilidade de que a presenca do 5-AZA, por si S0,
tenha sido reconhecida pelos receptores celulares de danos (DAMPSs) levando ao

estimulo as respectivas vias imunes.

Visto que, de forma geral, a expressdo de IL-1a, IL-1B, seus receptores e
antagonistas naturais € praticamente inexistente, buscou-se avaliar a importancia da IL-
18, outro importante mediador pré-inflamatério, pertencente a mesma familia de

citocinas, e cujo papel no contexto tumoral ainda ndo esta bem estabelecido.

Os resultados de diversos estudos convergem para o fato de que a IL-18
interfere, de forma relevante, no microambiente tumoral. No entanto, a depender do
contexto, sua atuacdo pode induzir ou conter aspectos importantes dos tumores como
proliferagdo, migracdo e invasdo. A interacdo com o0 microambiente imune também pode
variar, estimulando a resposta contra as células tumorais ou favorecendo o

desenvolvimento de caracteristicas imunossupressoras [92][94].
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Conforme apresentado na figura 24, ao contrario do observado para IL-1, IL-18
permanece expressa nas linhagens tumorais cervicais, a nivel de transcritos e proteina.
Ja foi descrito que, diferentemente de IL-1B, o precursor de IL-18 é constitutivamente
pelos queratindcitos e por praticamente todas as células epiteliais [74]. A atividade de
seu promotor € bem maior em C33 quando comparada a SiHa e HelLa, o que se reflete
nos niveis da proteina precursora de 24kD. Os resultados mostram a producdo da
proteina madura (18kD) nas mesmas linhagens, bem como a expressao do antagonista
natural da via, IL-18BP.

Em comparacao a linhagem C33, os niveis de IL-18 nas linhagens SiHa e Hela,
sao significativamente menores. Cabe lembrar que uma das atividades desta citocina é
a indugado da producao de IFNy, importante componente da imunidade antiviral [95].
Dessa forma, a reducéo da producéo de IL-18 nas células tumorais HPV positivas pode
representar, mais uma vez, um mecanismo de evasao do sistema imune por parte do

virus.

Quanto aos receptores de IL-18, verificou-se a expresséo elevada de IL-18R[,
principalmente em SiHa e Hela. IL-18R(, 0 receptor acessoério da citocina, é
constitutivamente expresso, enquanto IL-18a é o componente induzivel [96]. A presenca
de ambos é necessaria para a inducdo da sinalizacdo. Considerando que neste caso as
células ndo foram previamente induzidas, a baixa expressédo de IL-18Ra € justificavel
(Figura 25).

Conforme anteriormente mencionado, IL-18 e IL-18 sado produzidos na forma de
seus precursores, que precisam ser clivados em sua por¢cdo N-terminal para se
tornarem ativos. O complexo do inflamassoma esta classicamente envolvido neste
processo, ativando a caspase-1, responsavel pela clivagem propriamente dita dos
precursores. Formas nao canbnicas de ativacdo das citocinas em questdo foram
descritas, e envolvem a acdo de serino-proteases e metaloproteinases, além da
caspase-8 [97][98].

Na figura 26 s&o apresentados os niveis de mRNA relativos aos genes
envolvidos na sintese das proteinas componentes dos diferentes tipos de inflamassoma,
bem como da caspase-1 e da proteina acesséria ASC. Observam-se transcritos de
NLRP3 nas trés linhagens tumorais estudadas, bem como de NLRP1, este ultimo
principalmente em HelLa. Verificam-se niveis significantes de transcritos de AIM2 em

SiHa, em acordo com dados da literatura que apontam para a ativagao desse tipo de
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inflamassoma pelo HPV16 [99]. Interessantemente, a expressdo de NOD1 (mRNA) em
C33, SiHa e Hel.a foi bastante importante. Estudos prévios nao incluem NOD1 entre os
principais inflamassomas envolvidos na resposta antiviral, na qual destacam-se NLRP3,
RIG-1 e AIM2 [100].

Considerando-se o0s resultados acima expostos, verificou-se que, embora
presentes nos queratindcitos normais e transduzidos com os oncogenes de HPV16, IL-
1a, IL-1B, IL-1RA e seus receptores sdo modulados negativamente de forma importante
nas linhagens tumorais de origem cervical, talvez em consequéncia de um mecanismo
de evasdo imunoldgica viral, que acaba por favorecer o desenvolvimento tumoral. Ao
contrério, IL-18, IL-18BP e seus receptores continuam sendo expressos has mesmas
células. Dessa forma, buscou-se avaliar sua importancia no contexto do cancer do colo

do Utero.

Visando a avaliacdo da fungéo de IL-18 no cancer cervical, umas das estratégias
utilizadas foi o silenciamento desta citocina através da edicdo génica pela técnica de
CRISPR-Cas9. Uma vez comprovado o silenciamento, foram realizados ensaios
funcionais para avaliar o impacto desta citocina na proliferacéo, capacidade de formacéo
de coldnias, migracdo, invasao e inducdo da angiogénese no modelo de estudo

utilizado.

Com relagcdo a proliferacdo celular, o silenciamento de IL-18 reduziu
significativamente a capacidade proliferativa, tanto de SiHa quanto de HelLa. O
tratamento das células com IL-18 recombinante humana néo foi suficiente para reverter
os efeitos do silenciamento (Figura 28). Da mesma forma, houve uma tendéncia a
reducdo da capacidade de formacédo de colbnias nas linhagens editadas, significativa
em Hela (Figura 30). O silenciamento de IL-18 nao interferiu de forma relevante na

migracéo celular (Figura 31).

Os ensaios envolvendo esferoides foram desenvolvidos com o objetivo de criar
condi¢cdes mais proximas as observadas nos tumores solidos. Este modelo foi utilizado
para a avaliacdo da invasdo e inducdo da angiogénese. Tanto em HelLa quanto em
SiHa, a area dos esferoides formados pelas células silenciadas foi maior, o que pode
sugerir, mas ndo comprovar, maior proliferacdo celular em seu interior. Quanto a
invasdo, Hela silenciada apresentou maior capacidade invasiva, embora sem
significancia do ponto de vista estatistico. Os esferoides de SiHa ndo foram avaliados

pois ndo apresentaram projecfes de invasdo na matriz de matrigel (Figura 32). O
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tratamento com IL-18 recombinante humana pareceu reduzir a capacidade de invasao
(Figura 33).

Para a avaliacdo da angiogénese, foram consideradas diferentes variaveis que
contribuem para a quantificacdo da malha formada pelas células endoteliais (HUVECS).
Para todas as variaveis houve uma tendéncia a inducdo da angiogénese quando as
células endoteliais foram cultivadas com o sobrenadante das linhagens tumorais
silenciadas para IL-18. Foi observada diferenca significativa quando avaliada a &rea total

relativa & soma das areas delimitadas por cada um dos tubos formados (Figura 34).

O papel da IL-18 na biologia tumoral é controverso e dependente do contexto e
do microambiente [87]. A observacdo da elevada expressdo desta citocina associada a
piores progndésticos em determinados tipos de tumores, como carcinoma hepatocelular,
cancer gastrico e pancredtico, aponta para seu possivel papel pré-tumoral
[101][102][103].

Foi demonstrado, por exemplo, que IL-18 pode induzir a producao de fatores pro-
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que por sua vez,
pode induzir a expressao e o processamento de IL-18 [104][105][106]. A migracao
celular também pode se favorecida por esta citocina através do estimulo a polimerizacao
de filamentos de actina, da promocdo de alteracbes na expressdo de moléculas de
adeséo e proteinas constituintes das tight junctions [105][107][108]. Da mesma forma, a
associacdo entre IL-18 e o aumento da capacidade de migracdo e invasdo foram
previamente reportados, inclusive através do aumento da producdo de
metaloproteinases [113][114]. Neste sentido, estudos também demonstraram que a
reducdo da expressdo de IL-18 em um modelo de cancer de estbmago resultou em

menor crescimento tumoral, angiogénese e metastase in vivo [109].

Ao contrario, outros trabalhos indicam um papel protetor de IL-18. Nilkaeo &
Bhuvanath (2006) mostraram que o tratamento de linhagens celulares de carcinoma oral
com a citocina em questdo implicou na reducdo da proliferacdo de forma dose-
dependente [110]. No que tange a inducdo da angiogénese, a maioria dos trabalhos
aponta para o papel indutor de IL-18. No entanto, alguns estudos indicam que esta
citocina pode desempenhar funcdo contraria, por exemplo, ao estimular a morte de

células endoteliais.

Chandrasekar et al. (2005), demonstraram que o tratamento com IL-18 induz a

morte por apoptose de células endoteliais cardiacas via ativacdo de PTEN dependente
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de NF-kB [111]. Resultados semelhantes foram demonstrados em outros trabalhos,
onde a apoptose foi acelerada pela inducéo do receptor 2 de leucotrieno. Renhai et al.
(1999) também mostraram a acao antiproliferativa da citocina sobre células endoteliais

in vitro e antiangiogénica in vivo [112].

Em um estudo utilizando células-tronco mesenquimais, a indugéo da producao de
IL-18 levou a supressao da proliferacdo, migracao e invasdo de linhagens celulares de
cancer de mama [115]. A associagdo entre IL-18 e IL-12 também foi relacionada a
inibicdo da angiogénese e capacidade e invasdo em modelo de carcinoma mamario
murino [116].

Até este momento, foram discutidos os resultados dos ensaios considerando
exclusivamente o efeito da IL-18 nas células tumorais. Para tal, decidiu-se pela
utilizacdo de duas estratégias: o silenciamento da citocina por edicdo génica e a adicao
exdgena de IL-18 recombinante humana. Acredita-se que esta seja uma abordagem
véalida para avaliar os impactos desta citocina no comportamento celular, inclusive por se
tratar de um mediador com acéo autécrina e paracrina. Dessa forma é esperado que,
nas culturas de células silenciadas, a auséncia da producdo, maturacéo e liberacdo da
citocina, com consequente auséncia da ativagdo dos receptores de IL-18 nas células em
cultura, implique nas alteracbes observadas e mencionadas nos resultados acima

discutidos.

No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade de que a IL-18 possa agir ao
nivel intracelular, interferindo em vias de sinalizacdo, ou até mesmo atuando como fator
de transcricdo. Essa pode ser uma possibilidade, principalmente em se tratando de
gueratindcitos, células nas quais, conhecidamente, a citocina em questdo é encontrada
de forma constitutiva, e cujo silenciamento pode interferir na homeostase celular Além
deste estudo, outros dados da literatura mostram a marcacdo nuclear relativa a

presenca de IL-18, e esta hipétese merece ser melhor investigada [117].

Outra questao que merece ser discutida é o tipo de HPV envolvido em cada uma
das situagcOes avaliadas neste estudo, representada pela utilizacdo de linhagens
tumorais contendo e expressando genes de HPV16 (SiHa) e HPV18 (HelLa). Além das
propriedades inerentes a cada tipo viral, as linhagens sdo derivadas de tumores de
diferentes origens (SiHa € derivada de carcinoma de células escamosas e Hela é

originada de adenocarcinoma).

Neste estudo, observou-se a maior sensibilidade de HelLa (HPV18+) ao
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silenciamento do gene IL18, inferida através dos resultados dos ensaios funcionais, nos
quais tal linhagem apresentou maiores variagdes nos quesitos capacidade de formagao
de colbnias, migracdo e invasao, além de viabilidade, citotoxicidade e apoptose apos

tratamento com cisplatina.

Cabe ressaltar, mais uma vez, a importancia do microambiente. Sdo as
interacdes entre seus diversos componentes e o tumor as principais responsaveis pelo
desfecho observado. Provavelmente, os efeitos mais importantes da IL-18 no contexto
tumoral sdo os originados através de sua atuacdo como mediador entre células do
sistema imune e células tumorais. Mais uma vez, a depender do contexto, do tipo de
tumor e de caracteristicas especificas dos pacientes, a citocina pode exercer atividade

pré ou antitumoral.

IL-18 desempenha um papel importante na imunidade mediada por células. Além
dos queratinécitos, células dendriticas e macrofagos sao fontes importantes, as
principais inclusive, desta citocina [118]. Sua agdo promove a ativacao e proliferacdo de

células T e NK, potencializam sua atividade citotoxica e a producéo de INF-y [118][119].

A administracdo de IL-18 recombinante foi capaz de induzir a resposta imune
antitumoral através da ativacdo de células NK e TCD4+ em modelo de melanoma in
vivo, reduzindo o crescimento tumoral e metastase [120]. A presenca de numeros
elevados de células NK intratumorais foi relacionada a melhores prognésticos. Ao
contrério, pacientes com menor atividade destas células, apresentam maior risco de
desenvolverem cancer [121][122][123].

Outra demonstracdo da importancia da interacdo entre os diferentes
componentes do microambiente tumoral, € a inducdo de células NK chamadas de
cytokine-induced memory-like NK cells, resultado da incubag&do de células NK com IL-
18, mas também com IL-12 e IL-15. A producdo de INF-y é potencializada em tais
células, bem como o efeito antitumoral, consistindo em uma estratégia terapéutica
promissora [124][125][126]. De forma semelhante, a coadministracdo de IL-18 e IL-12
via adenovirus oncoliticos, promoveu o surgimento de uma importante area de necrose
tumoral e a infiltracdo de células NK, CD4+ e CD8+ em modelo de melanoma murino
(B16-F10) [127].

Considerando os dados da literatura e os resultados iniciais deste trabalho,
buscou-se avaliar o papel da IL-18 em um modelo que contemplasse a interacdo entre

IL-18, sistema imune, tumor e microambiente tumoral. Par tal, foram analisadas bidpsias
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de 62 pacientes diagnosticadas com carcinoma cervical epidermoide estagio IIB,

tratadas com cisplatina e radioterapia simultaneamente versus apenas radioterapia.

A analise descritiva das varidveis numéricas (Tabela 10), mostra que a idade
média das pacientes incluidas no estudo foi de 53,55 anos, o tempo de tratamento
médio foi de 89,81 dias e as médias de sobrevida livre de doenca e sobrevida global

foram de 3,23 e 3,46 anos, respectivamente.

Com relagcéo a marcacao para IL-18, 72,58% das amostras apresentou marcacao
nuclear e 63,13% apresentou marcacao citoplasmatica no tecido tumoral, de intensidade
fraca ou forte. Com relacdo ao infiltrado inflamatério, em 78,69% das amostras foi
detectada a expressdo de IL-18 por células do sistema imune. Outros achados
relevantes foram a maior intensidade da marcacéo na borda da maioria dos tumores
positivos para IL-18, bem como a distribuicdo do infiltrado inflamatdrio, encontrado

apenas na borda do tumor (48,18%) e no interior e borda do tumor (50,82%).

N&o foi observada diferenca estatistica nas comparacfes entre intensidade da
marcacdo nuclear ou citoplasmética e grau histolégico do tumor, tipo de tratamento,
resposta ao tratamento e recidiva (local, sistémica ou linfatica). Quando avaliadas
extensdo e distribuicdo da marcagdo, houve uma forte tendéncia a maior chance de

recidiva linfatica nos tumores negativos (p=0,059 e 0,034, respectivamente) (Tabela 11).

Quanto a relacdo entre distribuigdo da marcacdo por IL-18 e resposta ao
tratamento, que apontou para maior chance de resposta completa nas amostras
negativas ou em cuja marcagdo tenha se concentrado predominantemente nas bordas
do tumor (p=0,027), deve ser considerado que o baixo nimero de pacientes que
apresentaram resposta parcial (n=3) faz com que tal dado deva ser avaliado com

cautela (Tabela 11).

No gue tange a localizacdo do infiltrado inflamatoério, a avaliacdo das variaveis
categoricas nao permitiu estabelecer nenhuma relagéo significante. J& a comparacao
com a variaveis numéricas apontou para uma maior sobrevida global para as pacientes
em cujos tumores o infiltrado era predominantemente peritumoral (p=0,047). Neste caso,
seria interessante identificar o tipo de células imunes envolvidas. Tais ensaios ja foram

realizados e estdo sendo analisados quanto a estatistica.

Quanto a distribuicdo do infiltrado inflamatoério no tecido tumoral, foram propostas
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trés classificacdes pela literatura [6]. A primeira engloba tumores nos quais se observa a
exclusdo de linfécitos T citotoxicos do core tumoral. Ao contrario, verifica-se sua
presenca ao longo das bordas da lesédo, onde tais células podem estar em contato com
macrofagos associados ao tumor, que podem, potencialmente, impedir sua migracao

para o interior do tumor. A hipétese é de que sejam tumores pouco imunogénicos [128].

A segunda classificacdo inclui tumores caracterizados pela infiltragdo de células
citotoxicas e linfécitos no core tumoral. Ha também elevada expressdo de PD-1 pelas
células imunes e PD-L1 por parte do tumor, o que implica em melhor resposta ao
tratamento com inibidores de checkpoints imunes [6].

Ha ainda uma terceira classe, enquadrada como uma subclasse da mencionada
anteriormente, caracterizada pela presenca de agregados linfoides, cuja composicéo
celular € semelhante a dos linfonodos, incluindo linfécitos T naive e ativados, linfocitos
Treg e células dendriticas. Geralmente presentes nas margens de invasao do tumor e
no estroma, atuam como sitios de recrutamento e ativacao imune, geralmente, mas nao

sempre, associados a melhores prognésticos [6][129][130][131].

Considerando-se as curvas de sobrevida (Figura 36), verifica-se que a
positividade para a marcacao com IL-18 esta associada a uma tendéncia a obtencéo de
melhores desfechos, embora sem que tenha sido obtida diferenca significativa. O
aumento da amostragem seria uma opcao para a confirmacdo do dado, que é bastante

interessante, e pode conferir & IL-18 utilidade como biomarcador.

A aplicacdo dos efeitos antitumorais da IL-18 tem sido observada em diversos
estudos clinicos, que buscam comprovar seu potencial terapéutico, de forma isolada ou
em conjunto com outras drogas. Estudos de fase |, envolvendo pacientes
diagnosticados com tumores sélidos avancados e linfomas, evidenciaram que a IL-18

apresenta atividade imunomodulatéria, além de toxicidade limitada [87].

No entanto, cabe sempre ressaltar a necessidade da avaliagdo do microambiente
tumoral como um todo, composto por diversos componentes cuja interacdo € a principal
responsavel pelo desfecho obtido. Cada tumor constitui uma entidade particular, cuja
abordagem depende de varios aspectos, o que justifica a necessidade de buscas e

colaboracdes continuas entre as diversas areas de pesquisa em saude.

A compreensao do funcionamento de cada um desses componentes de forma

isolada e em conjunto fornece conhecimentos valiosos com enorme potencial
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terapéutico e progndstico, ndo somente para o cancer cervical. A jungédo de cada “peca”
deste “quebra-cabeca”, possivel apenas com estudos colaborativos, tem permitido
alcancar avancos incriveis no tratamento do céncer, gerar esperanca e reduzir o
sofrimento de tantos pacientes.
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6. Conclusdes

De forma geral, observou-se modulag&o importante da via da IL-1, provavelmente
associadas tanto a presenca dos oncogenes do HPV e as estratégias virais de evasao

da resposta imune, quanto ao processo de transformacao celular.

= Verificou-se a expresséao de IL-1a e IL-1B, importantes citocinas pré-inflamatorias, nos
queratinécitos normais e transduzidos com os oncogenes de HPV16. Nas linhagens
tumorais C33 (HPV-), SiHa (HPV16+) e HeLa (HPV18+), os niveis de tais citocinas €
praticamente inexistente nas células ndo induzidas. Os resultados apontam para
possivel papel da metilacdo génica neste caso. IL-18, no entanto, foi encontrada
constitutivamente expressa em todas as linhagens avaliadas, inclusive as tumorais,

embora em menores niveis nas células HPV positivas.

= A expressdo do antagonista natural de IL-1a e IL-1B, IL-1Ra, seguiu 0S mesmos
padrbes dos agonistas da via. IL-18BP foi detectado em todas as linhagens tumorais
avaliadas. O balanco entre IL-18 e IL-18BP sugere maior atividade de IL-18 em HelLa
(HPV18+) do que em SiHa (HPV16+);

» A expressao dos receptores IL-1R1, IL-1RAcCP e IL-1R2 foi, também, indetectavel nas
linhagens tumorais cervicais, apontando para a modulagdo negativa da via. Os
receptores de IL-18 permaneceram expressos.

= O silenciamento de IL-18 nas linhagens tumorais implicou em: menor capacidade
proliferativa e de formagdes de colonias; maior capacidade invasiva e tendéncia a maior
inducéo da angiogénese. O tratamento com IL-18 recombinante humana nao foi capaz
de reverter os efeitos da edicdo génica quanto a proliferagdo celular, mas reduziu de

forma significante a capacidade de invaséo;

= A viabilidade de todas as linhagens foi reduzida apés tratamento com cisplatina,
principalmente em HelLa (HPV18+) silenciada para IL-18. Foi observada maior
citotoxicidade apoOs o tratamento com platina em HelLa, também de forma mais
expressiva nas células editadas. A apoptose foi praticamente indetectavel nas linhagens

nao tratadas, aumentando consideravelmente apés adicdo de cisplatina. Em nenhum



93

dos casos o tratamento concomitante com IL-18 recombinante humana implicou na

alteracdo dos resultados obtidos com o uso do farmaco isolado;

» Foi observada uma tendéncia a melhor progndéstico associado a expressao de IL-18
nos tumores cervicais analisados. A intensidade da marcacao para a citocina nas bordas
dos tumores e a localizacdo do infiltrado inflamatério parecem ser aspectos importantes

a serem avaliados.
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Anexo A — Aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa da FMUSP

MEDICIN

____OISP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sio Paulo, em sessio de 08/03/2017,
APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 0026/17 intitulado: “AVALIACAO
FUNCIONAL DA VIA DA INTERLEUCINA 1 EM QUERATINOCITOS
QUE EXPRESSAM OS ONCOGENES DE HPV" apresentado pelo
Departamento de RADIOLOGIA E ONCOLOGIA

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-
FMUSP, os relatorios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucio do
Conselho Nacional de Saude n° 466/12, inciso IX.2, letra "¢").

Pesquisador (a) Responsavel: Lara Termini
Pesquisador (a) Executante: Rafaella Almeida Lima Nunes

CEP-FMUSP, 08 de Marco de 2017.
Profa. Dra. Maria Aparecida Azevedo Koike Folgueira

Coordenador
Comite de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
&mad cep fm@usp br
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DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Identificacdo de biomarcadores associados a severidade das lesdes das neoplasias do
colo uterino.

Pesquisador: Luiz Carlos Zeferino

Area Tematica:

Versao: 5

CAAE: 55014516.5.0000.5404

Instituigao Proponente: Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti - CAISM

Patrocinador Principal: Universidade Federal de Goias - UFG
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.275.945

Apresentagao do Projeto:
Solicitacdo de emenda ao projeto original.
JUSTIFICATIVA:

A cooperacdo entre os diversos componentes do microambiente tumoral, incluindo células tumorais, sistema
imune, estresse oxidativo e mecanismos de reparo, € determinante para o prognostico dos pacientes. Cada
vez mais a analise das caracteristicas particulares de cada tumor, em cada individuo, oferece possibilidades
mais robustas de diagndstico e tratamento. Para alguns tipos de cancer, como célon € melanoma, a
caracterizacdo do infiltrado inflamatério no microambiente tumoral (Immunoscore) tem sido considerada tao
importante quanto a classificacdo anatomopatologica dos tumores malignos TNM (Intemational Union
Against Cancer-UICC). A analise descritiva dos marcadores sugeridos em conjunto com os dados das
amostras coletadas através do projeto inicial contribuird para a melhor compreensdo do microambiente
inerente aos tumores de colo do Gtero, sua relagdo com a evolugdo dos pacientes, e de que forma a conduta
terapéutica pode ser apnimorada. Considerando-se o potencial das amostras clinicas ja coletadas durante o
referido projeto, e a possibilidade de sua utilizacdo visande melhor compreender o microambiente tumoral
como fonte de novos biomarcadores e alvos terapéuticos, especialmente no que tange a resposta imune e
estresse oxidativo, propde-se incluir as analises dos seguintes
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marcadores: IL1A, IL1B, IL18, IL1R1, IL1R2, IL1RAcP, IL1RA, IL18BP, IL18R, CD4, CD8, FOXP3, NCAM1,
PD1, PDL1, HK7, PIRIN, RECK, TLR4, SARM, Vimentina, E-caderina e SET. Todas as proteinas sugeridas
foram encontradas diferencialmente expressas, em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisas,
quando comparados células e tecidos normais e HPV positivos. Quanto @ metodologia empregada, a analise
da expressdoc dos marcadores sugeridos sera a mesma utilizada para as demais proteinas objetos deste
estudo (imunohistoquimica).

Justifica na introdugao:

A cooperacdo entre os diversos componentes do microambiente tumoral, incluindo células tumorais, sistema
imune, estresse oxidativo & mecanismos de reparo € determinante para o prognostico dos pacientes. A
avaliacdo das caracteristicas particulares de cada tumor, em cada individuo, oferece possibilidades mais
robustas de diagndstico e tratamento. Para 12 alguns tipos de tumores, como colon e melanoma, a
caracterizagéo do infiltrado inflamatorio presente no microambiente tumoral (immunoscore) tem sido
considerada tao importante quanto a classificagdo anatomopatologica dos tumores malignos TNM
(International Unicn Against Cancer -UICC) (SIDAWAY, 2018; GALON et al., 2017; PAGES et al., 2018;
OGINO and GIANNAKIS, 2018; PARTLOVA et al., 2015; WARD et al, 2014; OGUEJIOFOR et al, 2017). Em
conjunto, estes dados mostram que a lista de genes/proteinas propostas para analise foi gerada a partir de
estudos moleculares robustos. A cooperac@o entre os diversos componentes do microambiente tumoral,
incluindo células tumorais, sistema imune, estresse oxidativo € mecanismos de reparo & determinante para
o prognostico dos pacientes. A avaliac3o das caracteristicas particulares de cada tumor, em cada individuo,
oferece possibilidades mais robustas de diagnéstico e tratamento. Para 12 alguns tipos de tumores, como
colon e melanoma, a caracterizacdo do infiltrado inflamatorio presente no microambiente tumoral
(immunoscore) tem sido considerada tdo importante quanto a classificagdo anatomopatologica dos tumores
malignos TNM (International Union Against Cancer -UICC) (SIDAWAY, 2018; GALON et al., 2017; PAGES
etal, 2018; OGINC and GIANNAKIS, 2018; PARTLOVA et al., 2015; WARD et al, 2014; OGUEJIOFOR et
al, 2017). Em conjunto, estes dados mostram gque a lista de genes/proteinas propostas para analise foi
gerada a partir de estudos moleculares robustos.

Acrescenta nova hipotese:
HIPOTESES + A interacdo entre os diferentes componentes do microambiente imune tumoral, avaliada
através da expressdo dos respectivos marcadores, contribuird com o prognostico e
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tratamento .

- Acrescenta referéncias bibliograficas.
- Apresenta cronograma para a emenda.

Objetivo da Pesquisa:

N&o altera o objetivo de procurar por biomarcadore; insere novos biomarcadores como objetivos
secundarios:

"Também sera avaliada a expressao de marcadores associados ac microambiente imune tumaoral: IL1A,
IL1B, IL18, IL1R1, IL1R2, IL1RAcP, IL1RA, IL18BP, IL18R, CD4, CD8, FOXP3, NCAM1, PD1, PDL1, HK7,
PIRIN, RECK, TLR4, SARM, ~E, E-caderina e SET."

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Inalterados.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Cronograma da Emenda: inicio em maio de 2019 e término em 22/12/2020.

Solicita continuacdo do estudo para andiise de outros marcadores considerando a A interagc3o entre os
diferentes componentes do microambiente imune tumoral, avaliada através da expressaoc dos respectivos
marcadores.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

- PB_INFORMAQGES_BASICASJ315003_E2.pdf 09/04/2019: com justificativa da emenda e
cronograma.

- Projeto_de_biomarcadores_Zeferino_2017.pdf 09/04/2019: com destague nas alteracdes de inclusdo do
biomarcador FUS e da data de inicio de busca de casos a ser iniciado em 2003.

- com destaque nas alteragdes que incluem as "Tambhém sera avaliada a expressdo de marcadores
associados ao microambiente imune tumeral: IL1A, IL18, IL18, IL1R1, IL1R2, IL1RAcP, IL1RA, IL18BP,
IL18R, CD4, CD8, FOXP3, NCAM1, PD1, PDL1, HK7, PIRIN, RECK, TLR4, SARM, Vimentina, E-caderina e
SET"e

Recomendacdes:
Enviar relatério Parcial de acompanhamento de pesquisa.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Enviar relatorio Parcial de acompanhamento de pesquisa como notificagdo ao CEP como solicitado no
parecer de aprovadcdo da emenda anterior (Relatorios parciais e final devem ser apresentados
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ao CEP, inicialmente seis meses apos a data deste parecer de aprovac@o € ao término do estudo.).

CONCLUSAO: emenda aprovada .

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Atender a recomendacdo de envio de relatorio parcial.

- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado.

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢gio alguma e sem prejuizo

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuag@o do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apos analise das
razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuacéo, exceto quando perceber risco ou dano ndoc previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E pape! do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adversc grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e & Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ac protocolo inicial.
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- Relatdrios parciais e final, em formulario proprio do CEP, devem ser apresentados ao CEP, inicialmente

seis meses apds a data deste parecer de aprovag@o e ao término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_131500( 09/04/2019 Aceitn
do Projeto 3 E2 pdi 23:55:59
Projeto Detalhado /| Projeto_de_biomarcadores_Zeferino_20| 09/04/2019 |Luiz Carlos Zeferino Aceito
Brochura 17 . pdf 234815
Investigador
Outros Emenda_justificativa_declaracac2019.p | 09/04/2019 |Luiz Carlos Zeferino Aceito

df 233222

Projeto Detalhado /' | Projeto_de_biomarcadores_Zeferino_20| 09/04/2019 (Luiz Carlos Zefering Aceito

Brochura 19_Emenda.pdf 23:20:55

Investigador

Outros Carta_resposta_CEP_2017 .pdf 01122017 | Luiz Carlos Zeferino Aceito
16:40:00

Outros parecer.pdf 28/06/2016 | Luiz Carlos Zeferino Aceito
10:48-39

TCLE f Termos de | Dispensa_do_TCLE.pdf 08/042016 | Luiz Carlos Zeferino Aceito

Assentimento f 10:04:54

Justificativa de

Auszéncia

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 08/042016 |Luiz Carlos Zeferino Aceito
10:00:56

Situagdo do Parecern:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da COMNEP:
Néo

CAMPINAS, 22 de Abril de 2019

Assinado por:
Maria Fernanda Ribeiro Bittar

[Coordenador|a))
Enderego: Rua Tessalia Visira de Camargo, 1268
Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-BB87
UF: 5P Municipio: CAMPINAS
Telefone: [10)3521-B236 Fax: (19p2521-7187 E-mail: cepi@focm unicamp_br

Pagina 0= de 0E
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ANEXO C - CARTA DE ACEITE DOUTORADO SANDUICHE IARC
International Agency for Research on Cancer
@ World Health
Organization

150 cours Albert Thomas To the University of Sao Paulo Postgraduate
89372 Lyon cedex D8, France

Infactions and Cancer Biology Group Program
Tel-+334727381 91

E-mail: tommasino@iarc.fr

http-/’www.iarc.fr

Re.: Consent letter for Rafaella 09 May 2018
Almeida Lima Numes

| declare my consent to receive RAFAELLA ALMEIDA LIMA NUNES to an internship at my
laboratory in the International Agency for Research on Cancer — IARC, Lyon, France. Ms.
Rafaella Almeida Lima Nunes is a Ph.D. student under the supervision of Dr. Lara Termini at the
Postgraduate Program in Oncology at the University of Sao Paulo Medical School, Sao Paulo,
Brazil. The internship will be held between June and September of 2018. | commit myself to offer
all the scientific and laboratorial support to carry out the scheduled research activities during this
period.

Yours Faithfully,

Massimo Tommasino

Section and Group Head

Infections and Cancer Biology Group
International Agency for Research on Cancer
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ANEXO D - ARTIGOS PUBLICADOS (COAUTORIA)

Prati B, da Silva Abjaude W, Termini L, Morale M, Herbster S, Longatto-Filho A, et al.
Three Prime Repair Exonuclease 1 (TREX1) expression correlates with cervical
cancer cells growth in vitro and disease progression in vivo. Sci Rep. 2019;9(1):1-14.

Rabelo-Santos SH, Termini L, Boccardo E, Derchain S, Longatto-Filho A, Andreoli
MA, et al. Strong SOD2 expression and HPV-16/18 positivity are independent events
in cervical cancer. Oncotarget. 2018;9(31):21630—-40.

Silva GAF, Nunes RAL, Morale MG, Boccardo E, Aguayo F, Termini L. Oxidative
stress: therapeutic approaches for cervical cancer treatment. Clinics (Sao Paulo).
2018;73:1-10.

Betiol JC, Sichero L, Costa HODO, De Matos LL, Andreoli MA, Ferreira S, et al.
Prevalence of human papillomavirus types and variants and p16INK4a expression in
head and neck squamous cells carcinomas in S&o Paulo, Brazil. Infect Agent Cancer
[Internet]. 2016;11(1):1-7.



