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RESUMO

VALENTINI, V. Papel de repin-1 como marcador tumoral em neoplasia
cervical induzida por papilomavirus humano (HPV). 2020. Trabalho de
Conclusédo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

Palavras-chave: REPIN-1, HPV, efeito Warburg, oncogenes, metabolismo

INTRODUGAO: O cancer cervical estéa etiologicamente associado a infeccéo pelo
papilomavirus humano (HPV) de alto risco oncogénico, particularmente, 16 e 18.
Os oncogenes virais E6 e E7 atuam em vias metabdlicas, mais especificamente,
modulando transportadores de glicose a fim de promover o efeito Warburg, para
suprir a grande demanda energética da proliferacdo tumoral. Um gene que pode
estar potencialmente envolvido nesse mecanismo € o REPIN-1, que é altamente
expresso no figado e tecido adiposo e esta diretamente relacionado as vias
metabdlicas de lipidios e glicose.

OBJETIVO: Neste estudo, investigamos os niveis de expressdo de REPIN-1 nas
linhagens de carcinoma cervical induzido por HPV de alto risco, como um possivel
modulador entre a infec¢do por HPV e a progressao tumoral no cancer cervical.
MATERIAIS E METODOS: Células tumorais cervicais CaSki, HelLa, SiHa, C33A e
gueratinécitos primarios (usados como controle) foram cultivados e utilizados para
realizar PCR em tempo real quantitativo e Western Blotting para avaliacdo dos
niveis de mRNA e de proteina de REPIN-1. Amostras de pacientes foram
utilizadas para a investigacao de REPIN-1 por imunohistoquimica.

RESULTADOS: Os experimentos preliminares revelaram maior nivel de mRNA de
REPIN-1 nas células CaSki, quando comparadas aos queratindcitos. As células
SiHa, HelLa e C33A apresentaram expressdes variaveis em relacdo ao controle.
Em amostras de bidpsias cervicais infectadas por HPV16, observamos que a
expressdo imunohistoquimica de REPIN-1 aumenta progressivamente de NIC 1
para NIC 3, porém é menor no Carcinoma Invasor.

CONCLUSAO: Nossos resultados contribuem com a discussdo sobre o papel de
REPIN-1 de que sua superexpressdo pode ser um modulador entre a infeccdo por
HPV e a progressao do tumor no cancer cervical, encorajando novos estudos na
area.



1. INTRODUCAO

Dentre os diversos tipos celulares existentes, podemos destacar dois tipos
de comportamentos basicos: as células que surgem na embriogénese e
permanecem, quantitativamente, inalteradas; e as que necessitam de constante
reposicdo. Para tal reposi¢do, se faz necessario um mecanismo conhecido como
ciclo celular, sendo a mitose a fase mais importante. Esta consiste numa divisdo
celular capaz de gerar duas células filhas idénticas. Normalmente, sinais quimicos
internos e externos controlam o comprimento e a duracdo do ciclo celular e de
cada fase deste, respectivamente. Além disso, com a finalidade de assegurar uma
divisdo correta do material genético nas células filhas, conta-se com a existéncia
de varios pontos de checagem, responsaveis por interromper o ciclo celular até
gue algum dano no DNA ou algum processo critico seja reparado. Se o reparo nao
for possivel, a célula danificada entra em processo de apoptose, que é 0 processo
de morte celular programada, ou senescéncia, que é a perda da capacidade
proliferativa celular de forma estavel e duradora, mesmo que haja atividade
metabdlica (ALTERS & ALTERS, 2005; KUILMAN et al., 2010).

Todavia, se a capacidade de controle sobre a multiplicacao e divisao celular,
e a natureza responsiva aos sinais de morte sado perdidas, combinado com a
auséncia de diferenciacdo, as células descendentes transformam-se em
neoplasias, com capacidade de evoluir para uma neoplasia maligna invasiva, ou
seja, um cancer metastatico. Este fendmeno pode ocorrer devido a uma série de
alteracdes genéticas, principalmente nos proto-oncogenes e supressores de
tumor, sendo os primeiros responsaveis por regular as atividades relacionadas
com divisao celular, crescimento e diferenciacdo por meio de sinais bioquimicos; e
0 ultimo possui produtos génicos que impedem eventos que direcionam para o
cancer, por exemplo, paralisacdo do ciclo celular, encaminhamento das células
anormais para apoptose e estabilizacdo do genoma, levando a uma maior
precisdo da replicacdo, do reparo e da segregacao correta do DNA, minimizando,
assim, as taxas de mutacdes (THERMAN & MILLER, 2001).



Alteracdes nos proto-oncogenes, como mutacdes em seu DNA, deixam
estes ativos, transformando-os em oncogenes. Os oncogenes sédo estimuladores
positivos do crescimento de células, diminuem os niveis de diferenciacéo celular e
sdo supressores de apoptose. JA quando acontecem alteracdes nos genes
supressores de tumor, estes tornam-se inativos, permitindo o crescimento celular
desordenado de células neoplésicas (THERMAN & MILLER, 2001; ALTERS &
ALTERS, 2005). Ambos, quando ativos, induzem processos de senescéncia
prematura, a fim de tentar barrar a progressao da neoplasia (KUILMAN et al.,
2010). Tais mutacdes supracitadas podem ser herdadas geneticamente, porém,
também podem ser adquiridas pelo contato com agentes quimicos, radiacao e por
infeccdes virais.

Dando maior énfase as infec¢des virais, € sabido que alguns virus sao
dotados de oncogenes, capazes de transferir caracteristicas de malignidade a
células infectadas, de maneira geral, por meio da insercdo de sua informacao
genética no genoma da célula hospedeira, que sera, posteriormente, ativada e
transcrita gerando um produto oncogénico (OXFORD & COLLIER, 2006).

Um dos mais importantes virus indutores de neoplasia € o Papilomavirus
Humano (HPV). Estruturalmente, o HPV é composto pelo virion, que € o material
genético, e uma capa proteica, o capsideo. As proteinas que compde o capsideo
sdo responsaveis pela imunogenicidade do virus, pois carregam determinantes
antigénicos género-especificos. O genoma da particula viral € formado por duas
fitas circulares de DNA ligadas covalentemente e associadas a histonas de origem
celular. O genoma possui oito genes na regido nao codificadora, também
chamada regido longa de controle (LCR), que regula a transcricéo viral; e a regiao
precoce E que codifica varias proteinas — E1, E2, E4, E5, E6 e E7— que regulam a
transcricdo e a replicacao viral e controlam o ciclo celular, que confere a este virus
o potencial para transformar e imortalizar as células hospedeiras, principalmente a
pele e as mucosas por ser epiteliotropico (CAMARA et al., 2003; HOWLEY, 1996;
MCMURRAY et al., 2001; DOORBAR, 2006).

Existem diversas cepas de HPV ja descritas, e a forma de lesdo que este

acomete esta associado ao tipo do virus, por exemplo, os HPVs 1, 2 e 4 causam



geralmente verrugas comuns nas maos e nos pés. Os HPVs 6 e 11 causam
verrugas genitais e os HPVs 16 e 18 sao encontrados em neoplasias intraepiteliais
cervicais (NIC) e em carcinomas escamosos de colo do Utero e de pénis
(CAMARA et al., 2003). O ciclo bioldgico tem inicio quando as particulas virais
penetram nas células da camada profunda do epitélio escamoso, devido a
presenca de fissuras, atingindo células menos diferenciadas que ainda tém
capacidade mitética ativa. O virion entra na célula pela interacéo das proteinas do
capsideo com receptores especificos da superficie celular. Estudos in vitro
apontaram para a alfa-6 integrina como um receptor celular para os papilomavirus
(EVANDER et al., 1997; MCMILLAN et al., 1999). Depois de penetrar na célula, o
virion perde seu capsideo, expondo seu DNA a acédo de enzimas nucleares, o0 que
favorece a expressdo dos genes virais (CAMARA et al., 2003). O DNA do HPV
pode permanecer quiescente na célula, antes ou depois de uma infeccao
produtiva (CAMARA et al., 2003).

As proteinas traduzidas a partir desses RNAs mensageiros vao interferir na
funcdo de proteinas celulares que controlam o ciclo normal da célula, a
diferenciacao celular e a apoptose. Nos HPV de alto risco, como 0 16 e 0 18, dois
genes virais, as proteinas E6 e E7 tem a capacidade de transformar células
primarias epiteliais em células neoplasicas. A E6 do HPV oncogénico induz a
degradacao prematura do supressor de tumor p53, através de um complexo com a
ubiquitina —ligase E6AP, interferindo no ciclo celular e nas funcfes pré-apoptoticas
e tal acontecimento acarreta na liberacédo do fator transcripcional E2F, levando a
um aumento de ciclinas A e E que promovem a progressao do ciclo celular
(SWANTON & JONES, 2001; HEILMANN & KREIENBERG, 2002; LONGWORTH,;
YUGAWA & KIYONO, 2009). No caso da E7, esta associa-se e desestabiliza a
pRb (proteina de suscetibilidade ao retinoblastoma), que é um regulador negativo
do ciclo celular na passagem de G1 para S, promovendo a proliferacdo celular
(CAMARA et al., 2003; DUCATMAN & CIBAS, 2014).

Estudos semelhantes evidenciaram também a interacdo destes oncogenes
virais com outras proteinas supressoras tumorais, p1l6 e p21, sendo que a primeira

desempenha um papel importante no ciclo celular, encarregada da regulacao



deste, pela desaceleracdo da progresséo de células de fase G1 para a fase S, por
ser um inibidor de quinases dependentes de ciclina, tais como CDK4 e CDKG®,
capazes de fosforilar o pRb, 0 que, geralmente, leva ao avanco do ciclo celular.
Além de que um acumulo de p16 em niveis celulares funciona como gatilho para o
processo de senescéncia (RAYESS et al.,, 2012). Juntamente com este, 0
supressor tumoral p21 desempenha uma incumbéncia semelhante, sendo também
inibidor de quinases dependentes de ciclina, porém, desta vez as CDK2 e CDK1.
Atua também nos mecanismos de apoptose e senescéncia, lembrando que esta é
subordinada ao p53 (GARTEL et al., 2005).

De acordo com Portari et al. (2013), no momento em que EG6 interage com
p53 inativando-o, o gene de transcricao da p21 é inibido, o que paralisa os pontos
de checagem do ciclo celular da fase G1 para S e de G2 para M; e altera a
estabilidade do DNA. Ademais, o oncogene E7 também exerce interagdo com p21,
bloqueando sua habilidade de inibir a atividade das CDK. Em relacdo a pl6, a
inativacdo da pRb por E7 dispara um mecanismo compensatorio que promove
uma superexpressao de pl6 e a aglutinacdo de seu produto proteico na célula.
Todos estes fatores corroboram para apontar os oncogenes virais do HPV, E6 e
E7, como essenciais para a imortalizacdo, transformacéo e carcinogénese celular
(ZUR HAUSEN, 2009).

Foi evidenciada a participacdo dos oncogenes E6 e E7 em vias metabdlicas,
mais especificamente, na promocdo da expressédo da subunidade a do fator de
inducdo de hipoxia 1 (HIF-1a) (LI et al., 2011). Um fator de transcricdo de suma
importancia na resposta celular a deficiéncia de oxigénio. A subunidade a é
responsavel por uma elevagcdo na taxa de glicélise e na atenuacédo do ciclo do
acido citrico e fosforilacdo oxidativa (CHEN et al.,2001; MATHUPALA et al.2001),
atuando também na estimulacdo da proliferacdo de células cancerigenas,
resisténcia a apoptose, migracado e invasao (HU et al., 2014), além de ligar-se a
regido promotora dos transportadores de glicose 1 (GLUT1), e induzindo tanto a
expressdo de mRNA quanto proteica de GLUT1 e, também sua translocacao para
a membrana plasmatica de adipdcitos (KIHIRA et al., 2011). O trabalho realizado

por FAN e colaboradores (2016), cujo enfoque era em HPV 16, revelou a



participagdo de E6 e E7 na modulacdo de GLUT1 via HIF-1la em céancer de
pulmé&o. Tal mecanismo ilustra o efeito Warburg, no qual ocorre a producéao de
lactato a partir de glicose, mesmo em condi¢Bes aerdbicas, visando suprir a
grande demanda energética da proliferacdo tumoral e sintese de macromoléculas
(MOHD et al., 2014).

Um elemento central intermediador de glicolise e aporte de glicose para as
células tumorais € a isoforma M2 da piruvato quinase (M2PK), que resulta do
sliplicing do gene da piruvato quinase (PKM), sendo esta dominante em células
proliferativas. Ela ocorre em forma de tetramero com grande afinidade por seu
substrato fosfoenolpiruvato (PEP) e também em forma de dimero, sendo esta
afinidade por PEP mais baixa (MAZUREK et al,1997; EINGBRODT et al., 1994).
Foi descrita como alvo dos oncogenes de HPV 16, que acabam por promover a
forma dimero, que devido a falta de afinidade por PEP, acaba sendo responséavel
pelo acumulo de todos os intermediarios glicoliticos acima do piruvato, e estes sao
destinados a uma via de sintese de acidos nucleicos, fosfolipidios e aminoacidos,
0S quais sdo benéficos ao metabolismo tumoral (EINGBRODT et al.,, 1992).
Ensaios clinicos efetuados em pacientes com cancer cervical mostraram niveis
elevados de M2PK em amostras de plasma (KAURA et al. 2004).

Um outro fator que age sobre o splicing de PKM, por meio de uma maquinaria
gue garante a inclusdo de um exon 10, promovendo a expressao da isoforma
M2PK, € o proto-oncogene c-Myc, que é um fator transcricional envolvido na
progresséao do ciclo celular, proliferacdo, metabolismo, transformacéo e apoptose,
também é afetado pela presenca dos oncogenes virais. Durante a proliferacéo e
diferenciacdo celular a expressdo proteica de c-Myc esta bem regulada.
Entretanto, quando c-Myc sofre acdo da E6 e E7, os niveis do primeiro tornam-se
aumentados o que modula p21, diminuindo sua expressao (WANG et al., 2006;
GARTEL et al., 2005).

Adicionalmente, estudos apontaram que a proteina de ligacdo de Myc
(MycBP), que se liga a cauda N-terminal de c-Myc, afim de ampliar a capacidade
deste ultimo de formar um homodimero que se liga a E-box (locais do DNA com a

sequéncia consenso CANNTGA com papel regulador de genes-alvo, ativando ou



reprimindo a transcricdo destes) (HU et al., 1990; JUNG & HERMEKING, 2009)
também esta associado ao gene REPIN-1 (KRISTENSEN et al., 2012).

REPIN-1, iniciador de replicagdo 1, € uma proteina dedo de zinco que foi
inicialmente descoberta em um estudo investigativo de proteinas ligantes de DNA
envolvidas na replicagdo e ativagdo do gene diidrofolato redutase em hamster
chinés (DAILEY et al., 1990). E altamente expresso no figado e em tecido adiposo,
estando diretamente relacionado a vias metabdlicas de lipideos e glicose atuando
sobre a regulacdo de moléculas chaves nestes processos (KERN et al., 2014).
Ensaios de knockdown de REPIN-1 em adipécitos implicam na reducédo
significativa dos transportadores de glicose GLUT1 (RUSCHKE et al., 2010).

Desta maneira, ao analisar os resultados e estudos realizados até o presente
momento, estes se mostram condizentes com a hipotese de que REPIN-1 teria um
papel no estabelecimento e progressdo de uma neoplasia maligna, associada a
uma infeccdo prévia por HPV de alto grau em cérvice, funcionando como
regulador metabdlico, o qual poderia funcionar como marcador prognostico e
diagnostico, ou até mesmo, possivel alvos moleculares terapéuticos para um
cancer que é um grande problema de saude pubica, pois representa a quarta
causa de morte por cancer entre as mulheres em todo o mundo (FERLAY et. al,
2018).



2. OBJETIVO(S)

Diante do exposto, neste projeto, investigamos o papel de REPIN-1
como marcador tumoral em céancer cervical. Nesse estudo utilizamos
experimentos com cultura de células tumorais cervicais como SiHa, Caski e HelLa
gue sdo positivas para HPV dos tipos 16, com excecdo de Hela, que é positiva
para HPV 18; amostras de queratindcitos primarios humanos tranduzidos com
vetor retroviral contendo oncogenes de HPV16; amostras de cortes histolégicos
apresentando neoplasias intraepiteliais cervicais de diferentes graus. Avaliamos,
portanto, os niveis de mMRNA e proteicos de REPIN-1 bem como sua localizagéo

celular buscando-se compreender o papel deste gene no cancer cervical.
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Figura 1. Mecanismo hipotético de REPIN-1

REFPIN1

Carvix

3. MATERIAIS E METODOS

3.1- Linhagens Celulares (doadas pela Dra. Luisa Lina Villa, Instituto
Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer - SP/Brasil).

SiHa: Linhagem celular de origem de neoplasia de cérvice uterina escamosa
humana, com propriedade aderente, morfologia semelhante a célula epitelial.

Tumorigénica em camundongos nude, formando carcinoma epidermal pouco
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diferenciado (grau Ill). Contém uma copia genoma do papilomavirus humano do
tipo 16. Genes p53 e pRB sem mutacdes (ATCC; SCHEFFER et al, 1991).

HelLa: Linhagem celular de origem neoplasia de cérvice uterina humana
metastética, com propriedade aderente, morfologia semelhante a célula epitelial.
Contém aproximadamente 10 a 50 copias do genoma do papilomavirus humano
do tipo 18. Genes p53 alterado e pRB sem mutacdes (ATCC; SCHEFFER et al,
1991).

CasSki: Linhagem celular de origem de neoplasia de cérvice uterina humana
metastéatica, com propriedade aderente, morfologia semelhante a célula epitelial.
Contém aproximadamente 500 cépias do genoma do papilomavirus humano do
tipo 16. Genes p53 e pRB sem mutagcdes (ATCC; SCHEFFER et al, 1991).

C33A: Linhagem celular de origem de neoplasia de cérvice uterino humano
metastatica, com propriedade aderente, morfologia semelhante a célula epitelial.
Tumorigénica em camundongos nude, formando carcinomas indiferenciados.
Negativa para DNA e RNA do papillomavirus humano (HPV). Genes p53 e pRB
com mutacdes (ATCC; SCHEFFER et al, 1991).

3.2- Condicdes de cultura e manutencéo das linhagens celulares

As células foram cultivadas a 37°C em frascos plasticos descartaveis
contendo meio de crescimento DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 25 pug/ml de ampicillina e 100ug/ml de estreptomicina, em atmosfera umida
de 5% de CO: e 7,5% para queratinocitos. As células foram sub-cultivadas sempre
gue atingiram 80% de confluéncia utilizando tripsina a 0,1% em PBSA (tampé&o
fosfato livre de Calcio e Magnésio) contendo 1mM EDTA, em cultura previamente
lavada com solucédo de PBSA. Os estoques celulares foram mantidos no meio de
cultivo contendo 10% DMSO (dimetilsulfoxido) a -190°C, em reservatoério contendo
nitrogénio liquido.

3.3- Amostras de proteinas de queratindcitos primarios infectados por

oncogenes E6 e E7 (doadas pelo Prof. Doutor Enrique Mario Boccardo
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Pierulivo, Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo. - SP/Brasil).

PHK: Queratinécitos primarios humanos originados de prepucio de recém-
nascidos, Lonza, Basel, Suiga.

PHKE6: Queratindcitos tranduzidos com vetor retroviral contendo a
sequéncia E6 de HPV16.

PHKE7: Queratindcitos tranduzidos com vetor retroviral contendo a
sequéncia E7 de HPV16.

PHKEG6&E7: Queratinécitos tranduzidos com vetor retroviral contendo a
sequéncia E6 e E7 de HPV16.

3.4- Extracao de RNA total

As quatro linhagens celulares foram plaqueadas na densidade de 106
células/placa 100 mm. As coletas foram realizadas ap0ds 5 dias de cultivo. Para a
coleta foi removido meio e as células lavadas por 3 vezes com PBSA.

O &cido ribonucleico mensageiro (RNAm) foi extraido utilizando-se o Kit

RNeasy Plus Mini (Qiagen, Hilden, Germany), segundo instrucdes do fabricante.

3.5- Preparacdo dos cDNAs

Para a reacao de transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR), foi utilizado o kit comercial High-Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (ThermoFisher Scientific), sequindo as orientacdes do fabricante.
Em seguida, as amostras foram colocadas no termociclador no seguinte
programa: 10 min a 25°C, 120 min a 37°C, 5 min a 85°C e mantidos a 4°C. As
amostras de DNA complementar (cDNA) ndo foram quantificadas, visto que o
produto da reacdo continha, além de cDNA, diversos dNTPs, que poderiam indicar
um falso positivo na quantificacdo. Portanto, considerou-se que todo o RNA

mensageiro contido no RNA total inicial foi convertido em cDNA. Para uso na
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placa de Real-Time PCR, o cDNA utlizado ndo foi diluido. Os cDNAs foram

armazenados em freezer -20°C.

3.6- Reacao de Real Time PCR

Para a reacdo de real time PCR foram utilizados 9uL da solucédo de
Tagman® Master Mix Il com UNG (Thermo Fischer Scientific) e 1uL de cDNA por
poco em placa de 96 pocos (MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate).
Foram utilizados primers dos genes de interesse REPIN-1, cuja sequéncia
gendmica é:
[AAAGCAGCTTCGAGCTCATCTGCGGIC/TIGGTGCCACCCTCCCGCCCCGGAG
GC] e o gene enddgeno B-actina, ambos da Tagman®.

O ensaio de Real-time PCR foi realizado no aparelho Gene Amp 5700
Sequence Detection System (PE - Applied Biosystems) nas seguintes condicdes:
desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, desnaturacdo a 95°C por 10
segundos, anelamento dos primers e extensdo a 60 °C por 1 minuto. Cada
amostra foi feita em triplicata biologica, usando duplicata de po¢cos. Como controle
negativo para a reacao de real-time PCR foram utilizados pocos que continham o
mix da reacdo mais os primers, na auséncia do template (cDNA).

A andlise das curvas de melting e de dissociacdo foram feitas ao final de
cada corrida como controle da qualidade da amplificacdo génica. O threshold
(cycle threshold -Ct) de cada corrida foi padronizado como 0.1, ponto no qual a
amplificacdo observada estava na fase logaritmica.

Para analise da expressao génica através de Real-time PCR foi utilizado o
método Delta-Delta Ct (AACt) (LiIIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Calculamos
inicialmente o ACT de cada amostra, subtraindo-se os valores de CT (threshold
cycle ou limiar do ciclo) do gene controle (GAPDH ou Tubulina) dos valores de CT
do gene alvo. Apos, determinar o ACT da amostra, escolhemos como amostra
normalizadora o cDNA de C33A (HPV negativa) cultivada na auséncia de
substrato. Para o céalculo do AACT se utilizou da formula seguinte: [ACT (amostra) -
(amostra normalizadora)]. Uma vez determinado o AA(CT, aplicou-se a formula

2AACT-, que resultou no valor da expressao génica relativa.
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Para utilizar o método comparativo ou 2AACT-, foi necessario determinarmos
inicialmente a eficiéncia de amplificagdo do gene alvo e do controle interno. Para
tanto, foram feitas curvas de diluicdes seriadas dos pools de cDNAs para cada um
dos genes estudados, partindo dos cDNAs diluidos na proporgéo 1:3 v/v. Para
comparar a eficiéncia de amplificacao dos dois genes, foram subtraidos os valores
de (T do gene controle dos valores de (T do gene alvo.

A diferenca foi plotada contra o logaritmo da diluicio de cDNA. Se a
inclinacdo da reta (slope), for menor ou igual que 0,1 a eficiéncia de amplificacdo é

comparavel, podendo-se assim utilizar este método.

3.7- Imunomarcacao

Para a imunomarcacgéao, laminas contendo cortes histologicos de NIC 1, NIC
2, NIC 3 e Carcinoma Invasor de colo de utero de mulheres infectadas com
HPV16 foram fixadas com 4% (peso /vol) de paraformaldeido (Sigma # P6148)
(PFA) em DPBS durante 20 minutos e depois lavadas durante 15-20 min trés
vezes em DPBS recém preparado, permeabilizadas por meio de tratamento com
0,2% (vol/vol) Triton X-100 em DPBS durante 10 minutos, feito isso, lavadas
durante 15-20 min trés vezes em DPBS e tratadas com 0,5% (p/v) de SDS durante
5 minutos para a recuperacao de antigeno. As laminas foram lavadas durante 15-
20 minutos trés vezes em DPBS e bloqueadas com 5% (vol/vol) de soro de cabra
+ 0,5% (p/v) de BSA (albumina sérica bovina) em DPBS durante pelo menos 2 h
(solucdo de blogueamento). As laminas foram entdo incubadas com o anticorpo
primario REPIN-1 policlonal provindo de IgG de coelho 1:100 (SIGMA #
HPA036022) durante a noite a 4 ° C. No dia seguinte, os pocos foram lavados
durante 15-20 minutos trés vezes DPBS, Os anticorpos secundarios utilizados
foram da DakoEnVision™+ Dual Link System-HRP. aplicados durante 2 h a
temperatura ambiente. Apos lavagem em DPBS, as laminulas foram removidas e
montadas em reagente antidesbotamento Prolong Gold com DAPI (Life
Technologies) para corar os nucleos das células. Um microscépio Zeiss Imager
Z.1 com ApoTome foi utilizado para analisar e fotografar s imunofluorescéncia,

utilizando uma objetiva de 63x.
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3.8- Western Blotting para REPIN-1

Quantidades de proteinas foram quantificadas usando o método de Bradford,
sendo utilizado cerca de 40ug de amostra de cada linhagem celular (CaSki, SiHa,
HelLa, C33A, PHKE6, PHKE7, PHKEG&E7 e queratindcitos primarios (PHK) como
controle. Estas juntamente com um padrédo de massa molecular (BenchMarkTM
Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen) foram ressuspensas em 50 pL de tampao
de amostra para eletroforese (Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8; SDS 2,0%; glicerol 20%;
B-mercaptoetanol 1,96%; azul de bromofenol 0,01%). A eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS foi feita segundo Laemmli (Laemmli, 1970), onde o
gel de corrida era constituido de acrilamida 7,5%; o de empilhamento 3% e a
espessura do gel era de 1,5 mm. As amostras de eletroforese foram aplicadas no
gel imerso em tampé&o de eletroforese (Tris-base 25 mM pH 7,3; glicina 192 mM).

Apos a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS, as proteinas contidas no
gel foram transferidas para uma membrana de PVDF (Immobilon-P Transfer
Membrane, Millipore). A membrana foi previamente tratada com metanol 100% por
2 minutos, agua MilliQ por 2 minutos e equilibrada em tampao de transferéncia
(Tris base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%) por pelo menos 5 minutos. Para
a transferéncia utilizamos um sistema tipo sanduiche, submerso em tampao de
transferéncia, sobre o qual foi aplicada uma corrente elétrica de 350 mA durante
aproximadamente duas horas. Em seguida, a membrana foi corada por 10 minutos
com Ponceau (Ponceau S — Sigma - 0,1%; acido acético 10%) e descorada com
agua MilliQ, até que as bandas desejadas possam ser visualizadas. As posi¢cdes
correspondentes aos padrbes de massa molecular foram marcadas para
posteriormente auxiliarem na identificacao.

Apés a transferéncia, a membrana foi colocada numa solucdo de bloqueio
(NaCl 150mM; fosfato de sédio monobasico 2,8 mM; fosfato de sédio dibasico 7,2
mM; leite em po6 desnatado 5%, Tween-20 0,1%) durante uma hora, para bloquear
possiveis ligacbes inespecificas. Em seguida, a membrana foi incubada com
anticorpo primario mantendo-o de um dia para o outro a 4°C com leve agitacao.
Foram feitas a seguir cinco lavagens, de 10 minutos cada, com solucdo de tampao

de lavagem (TBS-T). A membrana foi entéo incubada por uma hora com anticorpo
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secundéario, anticorpo anti-IgG conjugado a peroxidase, em solucdo de bloqueio a
temperatura ambiente. A membrana foi novamente lavada, por cinco vezes, como
acima descrito. Em seguida, incubamos a membrana durante 1 minuto, sob leve
agitacdo, com ECL (Amersham), reagente para imuno-deteccdo através de
guimioluminescéncia. Logo apds, a membrana foi exposta utilizando o digitalizador
de imagens ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, USA).

3.9- Andlise dos resultados

Os resultados foram representados pela média e desvio padrao relativo. Para
analise dos dados das curvas de crescimento foi aplicado o teste de variancia
One-Way Anova seguido do teste de multiplas comparacdes (Teste de Tukey)
utilizando o programa GraphPad InStat software (versao 5.01 para Windows 95,
GraphPad Software, San Diego, California, USA). Para andlise de expressao
génica relativa foi aplicado o Teste-t em cada par de condi¢des. Os resultados dos
p-values foram demonstrados com (P=x) utilizando o programa R software (verséo
2.2.1 para Windows, R-project). A significancia estatistica de ambos os testes foi
considerada como P* <0.05, P**<0.01 e P***< 0.001.

4. RESULTADOS

Visando testar a hipotese de que o REPIN-1 teria um papel no
estabelecimento e progressdo de uma neoplasia maligna, associada a uma
infeccdo prévia por HPV de alto grau em cérvice uterina, funcionando como
regulador metabdlico e auxiliando na demanda energética de glicose necessaria
para a progressao tumoral, avaliamos o0s niveis génicos de REPIN-1 em diferentes
linhagens de células neoplasicas de colo de utero infectadas por HPV, sendo elas
CaSki, com mais de 600 copias de HPV 16, SiHa com HPV 16, HeLa com HPV
18 e C33A, sem HPV, porém, ainda uma linhagem neoplasica de colo de utero;
gueratindcitos transfectados com os oncogenes E6 & E7; além de queratindcitos
gue foram usados como controle. Os resultados obtidos estdo apresentados na

figura 2.
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Figura 2: Expressado génica e proteica de REPIN-1 (A) A expressdo de mRNA de REPIN-1 (u.a) em
amostras de CaSki, SiHa, HelLa, C33A e E6&E7. Os ensaios de RT-PCR foram realizados em triplicata e
normalizados por queratindcitos. Valores séo médias + SD *** P <0,0001; ** P <0,001; * P <0,05. (B) e
(C): Expressédo proteica de REPIN-1 (u.a) nas amostras de queratinécitos primarios humanos (PHK),
CaSki, SiHa, HeLa C33A, PHKE6 (queratindcitos primarios humanos infectados com E6), PHKE7?
(queratinocitos primarios humanos infectados com E7) e PHKE6&E7 (queratinocitos primarios humanos

infectados com E6&E7). As membranas foram incubadas com anticorpos policlonais anti-REPIN-1

(1:200) e anti-vinculina (1:1000). A representagdo grafica se refere ao aumento percentual dos niveis de

REPIN-1 sobre queratinécitos (PHK). Tanto o experimento B quanto C se referem a uma Unica replicata
experimental.

Com relacdo aos niveis proteicos de REPIN-1, as proteinas totais foram
extraidas das linhagens celulares supracitadas, e submetidas ao procedimento de
Western Blot, e logo apds foi estimado o aumento percentual das demais

linhagens sobre queratindcitos. Os resultados obtidos foram apresentados na
imagem B.
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Observando tais resultados notamos que os niveis protéicos de REPIN-1 sédo
maiores do que os queratindcitos em todas as células e acentuando-se em CaSki.
Para se ter uma discussao robusta, necessitamos refazer os experimentos em
replicatas para avaliarmos estatisticamente, o que nao foi possivel até o presente
momento.

Um dos pontos mais relevantes, apresentados na imagem C, ao analisar a
expressdo proteica de REPIN-1 em queratindcitos transfectados com E6, E7 e
E6&E7, foi que o oncogene E7 parece contribuir para a expressdo de proteina de
REPIN-1, quando comparado com os queratindcitos transfectados com E6 sozinho

ou comEG6 e E7.

Imunohistoquimica

Para a imunohistoquimica, laminas provenientes de biopsias de pacientes
foram desparafinizadas e submetidas a incubacéo anticorpos primarios que foram
utilizados para a imunocoloracdo neste estudo

Os cortes utilizados foram Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) 1, NIC 2 e
NIC 3, que sao diferentes estagios de progressédo da neoplasia com caracteres de
malignidade cada vez mais presentes; carcinoma invasor e placenta, como

controle positivo e negativo.
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Figura 3- Cortes histoldgicos de NIC 1, NIC 2, NIC 3 e Carcinoma Invasor de colo de Gtero de mulheres
infectadas com HPV16. Foram incubados com anticorpo policlonal contra REPIN-1 (1:100). Aumento de 40X
em NIC2 e nas demais 20x. Em relagdo aos cortes histolégicos de placenta, o primeiro foi utilizado como
controle negativo, e o segundo foi incubado com o anticorpo, funcionando como controle positivo. Aumento
40x.

Observando os cortes incubados com REPIN-1 temos que em amostras
clinicas, ha alta marcacdo mostrando altos niveis de REPIN-1 na progressao da
neoplasia intraepitelial cervical quando comparado ao carcinoma escamoso

invasor.
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5. DISCUSSAO

O Papilomavirus Humano (HPV) é um virus epiteliotropico, associado como
agente causal em neoplasias que incluem o colo de utero, anal, vulvar, vaginal,
peniana, e da orofaringe. A infeccéo persistente com os tipos de HPV de alto risco,
16 e 18 séo responsaveis pelo desenvolvimento de 70% dos canceres de colo de
atero no mundo (BETIOL et al, 2013). A transformagé@o maligna é frequentemente
acompanhada por mudancas metabdlicas significativas. Durante as Ultimas
décadas tem aumentado o interesse em pesquisa em metabolismo tumoral. Na
literatura h& varios trabalhos descrevendo a diferenca dos perfis metabdlicos entre
células tumorais e células normais. Células tumorais tém altas demandas
metabolicas e utilizam nutrientes com programacado metabdlica alterada para
suportar suas altas taxas de crescimento proliferativo e se adaptarem ao
microambiente tumoral (ZIELINSKI et al., 2017).

Em particular, duas caracteristicas principais tém chamado muito atencao: o
aumento da taxa de glicose acompanhado pelo aumento da secrecdo de lactato,
mesmo nha presenca de oxigénio, conhecido como efeito Warburg; e o aumento da
taxa de glutamina essencial para o crescimento, conhecido como dependéncia a
glutamina. No efeito Warburg, as células cancerigenas, paradoxalmente,
convertem a maior parte do piruvato em lactato, com um rendimento
extremamente baixo, que, consequentemente, exige uma alta taxa de consumo de
glicose para satisfazer as suas necessidades energéticas e anabolizantes
(ZIELINSKI et al., 2017).

Um trabalho realizado por FAN e colaboradores (2016), cujo enfoque era em
HPV 16, revelou a participacdo de E6 e E7 na modulacdo de GLUT1 via HIF-1a
em cancer de pulmédo. Tal mecanismo ilustra o efeito Warburg, no qual ocorre a
producédo de lactato a partir de glicose, mesmo em condi¢cdes aerdbicas, visando
suprir a grande demanda energética da proliferacdo tumoral e sintese de
macromoléculas (IQBAL et al., 2014).

O iniciador de replicacdo 1 (REPIN-1) é uma proteina ligada ao DNA que

permite a iniciacdo da replicacdo do mesmo. Os papéis fisioldgicos e regulatorios
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de REPIN-1 ainda n&do foram totalmente elucidados, mas descobertas recentes
sugeriram suas implicagfes na obesidade e sindromes metabdlicas relacionadas,
incluindo transporte de glicose, transporte de acidos graxos, adipogénese e o
formacdo e fusdo de goticulas lipidicas (ANDRADE et. al). Dado que REPIN-1
esta envolvido na replicacdo do DNA, sua desregulacdo pode ser um mecanismo
potencial envolvido na tumorigénese.

Nossos experimentos revelam uma maior expressdo de REPIN-1 em
linhagens SiHa e CaSki (ambas com HPV16), sendo que CaSki tem
aproximadamente 500 copias do genoma do papilomavirus humano do tipo 16,
assim sendo possivel que a carga viral tenha influéncia na magnitude desta
expressdo, porém, para comprovar de maneira fidedigna serdo necessarios mais
estudos in vitro e clinicos, para verificar de fato se a carga viral influencia na
magnitude da resposta metabdlica. Observamos também uma maior expressao de
REPIN-1 em queratindcitos transfectados com oncogenes E6 e E7 do HPV 16,
com participacdo majoritaria do oncogene E7 na modulacdo de REPIN-1. Em
amostras clinicas, hd um maior envolvimento de REPIN-1 na progressdo da
neoplasia intraepitelial cervical quando comparado ao carcinoma escamoso
invasor, o que pode ser explicado pelo possivel “shift” metabdlico observado na
invasao e que culmina em decaimento da expressédo de REPIN-1.

Isso, potencialmente, poderia estar relacionado a uma regulacdo pos-
transcripcional de REPIN-1, talvez modulada por HPV. Além disso, podemos
inferir a correlacdo da glicélise no cancer de colo de utero, juntamente com um
aumento do efeito Warburg resultando numa maior atividade metabdlica, o que
levaria a células mais invasivas e proliferativas.

Um dos pontos mais relevantes, apresentados na imagem C ao analisar a
expressdo proteica de REPIN-1 em queratindcitos transfectados com E6, E7 e
E6&E7, € de que verificamos que o oncogene E7 parece contribuir para a
expressdo de proteina de REPIN-1, quando comparado com o0s gueratindcitos
transfectados com E6 sozinho ou com E6 e E7, devido ao fato de que estar
associado com o ciclo reprodutivo do virus e interagir com os mediadores

metabdlicos.
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Nossos resultados fornecem evidéncias sobre a acdo de REPIN-1 como um

possivel modulador entre a infec¢cdo por HPV e a progressao do tumor no cancer

cervical, encorajando mais estudos sobre este gene e se 0 mesmo poderia atuar

como marcador tumoral e auxiliar no seguimento terapéutico da paciente.

6. CONCLUSAO (OES)

v

Possivel relacdo entre REPIN-1 e HPV 16 e HPV18, sendo, aparentemente,

mais influenciado pelo HPV 16, assim como pela carga viral.

HPV poderia modular os niveis proteicos de REPIN-1 por meio de uma

regulacéo pos-transcricional;

REPIN-1 superexpresso poderia atuar como um modulador entre a infecgcéo

por HPV de alto risco e a progressao do cancer de colo de utero.

HelLa, C33A e queratinécitos transfectados com EG6&E7 apresentaram
expressdes variaveis, mais proeminente em queratingcitos transfectados

com oncogenes provenientes de HPV 16.

Participacdo majoritaria do oncogene E7 na modulacédo de REPIN-1

Maior envolvimento de REPIN-1 na progressdo da neoplasia do que num

carcinoma propriamente dito.
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