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RESUMO
INTRODUCAO: O cancer de colo de Utero, também chamado de cancer cervical, é o

segundo tipo de cancer mais frequente em mulheres mundialmente, sendo a quarta
causa de morte por cancer em paises em desenvolvimento. A carcinogénese de colo
de utero esta relacionada com alteragbes genéticas, infecgdo pelo Papilomavirus
Humano (HPV), angiogénese e processos inflamatorios. A anexina-A1 (ANXA1),
proteina de 37 kDa, que é expressa pelas células tumorais atua como moduladora do
processo inflamatorio. Os dados disponiveis sugerem que essa familia de proteinas
pode ter, além de seu importante papel no processo inflamatério, um envolvimento
significativo no cancer, por meio de cascatas de sinalizagcdo que incluem genes
relacionados com o ciclo celular, a diferenciagcdo e a apoptose. OBJETIVOS: Em
funcdo da importancia do efeito anti-inflamatério do peptideo Ac,,s nas células
carcinogénicas, o presente trabalho teve como objetivo geral investigar a influéncia
desse anti-inflamatério nas células SiHa. MATERIAIS E METODOS: Utilizamos a
linhagem celular SiHa (derivada das células de carcinoma epiderméide de cérvice),
tratada com o peptideo Ac,.¢ na concentragao de 10ug/mL por 2, 4, 24, 48 e 72 horas.
Avaliamos morfologia; proliferacao e migracao celular; apoptose, necrose e apoptose
tardia; citocinas pré inflamatérias; expressao protéica e dos genes COX-2, EP3, EP4,
MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2; nas amostras controle e tratadas com o peptideo Ac..
26, pelas técnicas de microscopia de luz, Citometria de fluxo, Magipix, Western Blotting
e PCR quantitativo em tempo real. RESULTADOS: Nas células de carcinoma de colo
uterino observamos que nao houve alteragdo na morfologia celular apés o tratamento
com peptideo Ac,.06, entretanto houve a redugéo da proliferagdo e migragao celular.
No ensaio de citbmetro de fluxo nao houve indugcdo de apoptose, apoptose tarde ou
necrose, porém no ensaio MagPix houve reducéo da interleucina 6 (IL-6) nas células
SiHa tratadas com o peptideo Ac,.. A acido do tratamento realizado com a proteina
exégena nao influenciou na expressdao da proteina Anexina A1 enddgena, mas
mostrou-se significante na redugdo da expressao dos genes COX-2, EP4 e TIMP2
relacionados com processos inflamatérios e de invasdo tumoral. CONCLUSOES: Os
nossos resultados apontam o peptideo Ac,..¢ como um alvo potencial das atividades
génicas, sendo possivel sua indicagdo em terapias inovadoras no tratamento de

carcinomas de colo uterino.

Palavras-chave: cancer de colo de utero, cérvice, anexina A1, expressao

génica, cultura de células, PCR quantitativo.



ABSTRACT
INTRODUCTION: Cervical cancer is the second most common cancer in women
worldwide and is the fourth leading cause of cancer deaths in developing countries.
The cervical carcinogenesis is related to genetic alterations, infection by the Human
Papillomavirus (HPV), angiogenesis and inflammation. Annexin-A1 (ANXA1), 37 kDa
protein, which is expressed by tumor cells acts as a modulator of the inflammatory
process. Evidence suggests that this protein family may have, in addition to its
important role in the inflammatory process, significant involvement in cancer, through
signaling cascades that include genes related to cell cycle, differentiation and
apoptosis. OBJECTIVES: Because of the importance of the anti-inflammatory effect
of Ac2-26 peptide in carcinogenic cells, this study aimed to investigate the influence
of anti-inflammatory in SiHa cells. MATERIALS AND METHODS: SiHa cell line
(derived from squamous cell carcinoma of cervix), treated with Ac2-26 peptide at a
concentration of 10ug/mL for 2, 4, 24, 48 and 72 hours. We evaluate morphology; cell
proliferation and migration; apoptosis, late apoptosis and necrosis; pro-inflammatory
cytokines; protein expression and COX-2 genes, EP3, EP4, MMP2, MMP9, TIMP1
and TIMPZ2; control and the samples treated with the peptide Ac2-26, by light
microscopy techniques, flow cytometry, magipix, Western blotting and quantitative
PCR in real time. RESULTS: In cervical carcinoma cells observed that there was no
change in cell morphology after treatment with peptide Ac2-26, however, there was a
reduction in cell proliferation and migration. In the test flow cytometry there was no
induction of apoptosis, late apoptosis or necrosis, but the test Magpix decreased
interleukin 6 (IL-6) in SiHa cells treated with the peptide Ac2-26. The effect of
treatment carried out with the exogenous protein did not affect the expression of
Annexin A1 endogenous protein, but showed a significant reduction of the expression
of COX-2 genes, TIMP2 EP4 and related inflammatory processes or tumor invasion.
CONCLUSIONS: Our results show the peptide Ac2-26 as a potential target of gene
activities, and possible indications in innovative therapies in the treatment of cervical

carcinomas.

Keywords: cervical cancer, cervix, annexin A1, gene expression, cell culture,

quantitative PCR.
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O céancer cervical € uma das principais neoplasias ginecolégicas em todo
o mundo, é uma doenca do colo do utero que esta associada ao papilomavirus
humano (HPV) e/ou a infeccdo com os agentes bacterianos, tais como
Chlamydia trachomatis e a Neisseria gonorreia. E considerado o terceiro tipo
de céancer mais comumente diagnosticado e a quarta causa de morte por
cancer em mulheres (DUENAS-GONZALES et al., 2014), a avaliacdo da
extensdo dessa doenca é essencial para o planejamento do tratamento ideal
(ALCAZAR et al., 2014). A cada ano surge cerca de 530 mil novos casos, com
aproximadamente 275 mil mortes por ano (ADEFUYE; SALES, 2012; JEMAL et
al., 2011). Mulheres do sul e leste da Africa, América Central e América do Sul
possuem grande risco de desenvolver cancer cervical, com uma incidéncia
média anual de 40 casos por 100.000 mulheres (FRANCO et al., 2003). No
Brasil, dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) apontaram para
aproximadamente 15.590 novos casos para 2014 fazendo 5.160 vitimas fatais
por ano.

Aproximadamente 35% das mulheres diagnosticadas com carcinoma
cervical tem a doenca recorrente, com 90% desses achados dentre 3 anos
depois do tratamento inicial (PECTASIDES et al., 2008). Assim, terapias alvo e
estratégias de quimio-radiosensibilizagdo sao essenciais para a redugédo da
mortalidade desta malignidade.

Muitas alteragcbes genéticas e epigenéticas ocorrem durante a
tumorigénese cervical. Entre essas alteragbes, metilagdo da regido promotora
de genes supressores de tumor, favorecem o seu silenciamento e resultando
na oncogénese do carcinoma cervical (ZHANG et al., 2011). Outro fator
relacionado diretamente ao carcinoma de colo de utero é a infeccdo pelo
Papilomavirus Humano (HPV), o HPV16 é responsavel por 50-70% dos casos
de céncer do colo do utero em todo o mundo (FREITAS et al., 2014).

Mais de 5 milhdes de mulheres desenvolvem cancer cervical todos os
anos, esse tipo de cancer € uma das principais causas de mortalidade e
morbidade em todo o mundo, particularmente nos paises em desenvolvimento.
O céancer cervical é unico entre as neoplasias ginecolbgicas por apresentar um
agente causador, o HPV (RAMEZ; KRISHNANSU, 2015). Em mais de 95% dos
casos, ele € associado com esse virus, que € persistente, particularmente em

pessoas com um sistema imunitario deficiente. Embora possa ser prevenida, a
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simples magnitude de prevaléncia de HPV na populagdo mundial torna um
perigo dominante de saude atual.

A descoberta da associagao etiolégica entre HPV e céncer cervical no
século passado direcionou a renovagao de varios métodos de rastreio do
cancer de colo uterino, e a mortalidade por esse tipo de céancer foi
significativamente reduzida em alguns paises desenvolvidos apds o inicio do
meétodo de rastreio organizado, chamado exame de Papanicolau (SHAO-MING;
YOU-LIN, 2015). Apesar da infeccdo do HPV ser o principal fator de risco
relacionado a esta doenca, ha outros fatores que contribuem com o
desenvolvimento do carcinoma de colo de utero, entre eles a idade, numero de
parceiros sexuais, o qual tem sido relacionado com co-infecgbes, fumo, uso
prolongado de contraceptivos hormonais e um grande numero de gravidez
(PARADKAR et al., 2014; SOTO-DE LEON et al., 2011).

Uma caracteristica comum neste tipo de tumor é a expressio elevada
de dois oncogenes, chamados E6 e E7, que codificam proteinas
multifuncionais conhecidas por sua habilidade de inativar os supressores
tumorais, p53 e pRb, respectivamente (NARISAWA-SAITO; KIYOTO, 2007).
Essa expressao alterada dos oncogenes leva as instabilidades no genoma por
bloqueio do ciclo celular e desregulagédo dos checkpoints nessas células devido
a perda dos supressores tumorais p53 e pRb, progredindo entdo o processo
tumorigénico (INCASSATI et al.,, 2006). Em linhagens de tumores cervicais,
SiHa e Hel a, foi observado que o silenciamento do gene MLL5(B, uma isoforma
do gene MLLS, ocasionou a baixa regulacdo das oncoproteinas E6 e E7
resultando na restauracao dos niveis da proteina p53 e reduzindo a fosforilagao
da pRb (YEW et al., 2011).

O horménio estrogeno também € um dos fatores relacionados com este
tipo de cancer, podendo promover ou suprimir 0 desenvolvimento neoplasico.
O colo uterino é altamente sensivel ao estrégeno e, durante o ciclo menstrual,
as células epiteliais cervicais proliferam e se diferenciam a medida que os
niveis desse horménio aumentam, resultando em epitélio hiperplasico sem
mudangas patoldgicas. O estrégeno ndo apenas contribui para a génese como
também para a manutencdo da doenga cervical neoplasica (CHUNG et al.,
2010).
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A carcinogénese de colo de utero esta relacionada com processos
angiogénicos e inflamatérios e o papel das células inflamatérias, que séo
caracteristicas do microambiente tumoral, na progressdo neoplasica, tem sido
foco de muita discussao (ZIJLMANS et al., 2009). A ideia de que a inflamacgao
estd envolvida na tumorigénese é baseada no fato do cancer surgir
frequentemente em areas de inflamacédo crénica. Os exemplos incluem a
associacdo da pancreatite cronica e da colite ulcerativa com cancer de
pancreas e de colon, respectivamente (CLEVERS, 2004; FARROW et al.,
2004).

A angiogénese é promovida pelos tumores que secretam fator de
crescimento endotelial vascular do subtipo A (VEGF-A), fator basico de
crescimento fibroblasto (bFGF) (SALGADO et al., 2004) e fator de crescimento
de transformacao (TGF)-B1. A presencga de infiltrado inflamatério também ¢é de
suma importancia no processo de neovascularizacdo; os tumores recrutam
células de origem hematopoiética, em especial os macrofagos, que compdem a
massa tumoral e parecem estar diretamente envolvidos na progressao e
metastase (CONDEELIS; POLLARD, 2006).

No inicio do processo neoplasico, as células inflamatdrias e os fatores
sintetizados por elas regulam o crescimento, a migragao e a diferenciacéo de
todos os tipos celulares no microambiente tumoral incluindo as células
neoplasicas, as endoteliais e os fibroblastos. E possivel que, posteriormente,
as células neoplasicas utilizem alguns mecanismos inflamatérios para invaséo
de outros tecidos, como migragao ou diapedese por entre as células endoteliais
e adesao de células a parede de vasos. Perretti, em 1997, ja havia destacado a
semelhanga da metastizacdo com esses estagios da inflamacao.

As células inflamatdrias secretam inumeras citocinas, fatores de
crescimento e quimiocinas, que estimulam a proliferacdo, inibem a apoptose,
induzem a morfogénese e geram espécies reativas de oxigénio capazes de
degradar o DNA (COUSSENS; WERB, 2002). Consequentemente, promovem
um ambiente propicio para o processo neoplasico, facilitando a instabilidade
gendmica (RONNOV-JESSEN; PETERSEN; BISSELL, 1996; TLSTY; HEIN,
2001). Além disso, o VEGF, a angiopoetina e as metaloproteinases estéao entre
os fatores produzidos pelas células inflamatoérias presentes no tumor,

estimulando a mitose de células endoteliais vasculares e o remodelamento da
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matriz extracelular que contribuem para a angiogénese (CARMELIET; JAIN,
2000).

Com essas consideracgdes, fica evidente que um grande numero de
padroes de sinalizacdo devem participar das interagdes entre células
inflamatdrias e tumorais. Um exemplo é o padrao de sinalizacdo do NF-kB, um
fator de transcricdo cuja ativagdo é dependente da quinase kB (IKK) e ocorre
em resposta a citocinas pro-inflamatdrias e infecgdes virais e microbianas. O
NF-kB, que esta relacionado com a transcricdo de genes cujos produtos inibem
a apoptose, foi detectado ativado ou com expressao elevada em muitas
neoplasias. Recentemente, foi reconhecido seu papel em tumores precedidos
por inflamagdo crénica, que mostraram tamanho significantemente reduzido
apos inativagao especifica de IKK/NF-kB em células mieldides, provavelmente
devido a reducao da expressao das citocinas pro-inflamatérias (GRETEN et al.,
2004).

Dentre as citocinas, as que parecem desempenhar papéis importantes
no comportamento de varios tipos celulares dentro de um tumor, encontramos
TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8. Além desses mediadores, proteinas relacionadas com o
processo tumorigénico, como MCP-1, TGF-B e ciclo-oxigenase 2 (COX-2),
também podem atuar nesse contexto (AGGARWAL; GEHLOT, 2009;
GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010; SANSONE; BROMBERG, 2011). A
maioria desses fatores €& produzida pelas células tumorais e inflamatdrias,
promovendo a comunicagao paracrina e autocrina no microambiente tumoral,
podendo influenciar todos os estagios do desenvolvimento tumoral, incluindo a
iniciacdo, promocédo, progressdo e metastase (AGGARWAL et al., 2009;
GRIVENNIKOV; KARIN, 2011; NEURATH; FINOTTO, 2011).

A ciclo-oxigenase 2 (COX-2), enzima responsavel pela sintese de
mediadores inflamatérios a partir do acido araquidonico, entre eles a
prostaglandina E2 (PGE2), é super expressa em muitos tipos de carcinoma,
como por exemplo o carcinoma de mama, de pulméo, de pancreas, de cabeca
e de pescoco (FEDERICO et al., 2007). A PGE2 pode ativar receptores
acoplados a proteina G, tais como EP1, EP2, EP3 e EP4 e regula a expresséo,

secrecao e ativagao de varias metaloproteinases em diferentes tipos celulares.
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Alguns dados da literatura sugerem que a expressao de EP3 possui papel
progndstico no cancer (ABRAHAO et al., 2010).

As proteinas que naturalmente inibem a atividade de metaloproteinases
de matriz (MMPs) sao as codificadas pelos inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs). A protedlise descontrolada das MMPs promove
degradagao da matriz extracelular, invasado de células tumorais e aumento do
risco de metastase de células cancerigenas (BOURBOULIA et al., 2013).
Estudos realizados por Guedez e colaboradores (2012) mostram que tumores
de pulmdo deficientes em TIMP-2 desencadearam a ativagdo de
metaloproteinases de matriz (MMP) que pode mediar a liberagdo de fatores
inflamatorios, aumento adicional da angiogénese e imunosupressdo. O modelo
proposto por Lee e colaboradores (2012) relata que os mecanismos celulares e
moleculares pelos quais a PGE2 promove a invasao de células epiteliais e
estromais do endométrio na matriz extracelular, s&o a ligacdo da
prostaglandina aos receptores EPs e fosforilagdo e ativacdo de [(B-arrestina, e
de MMPs.

Diferentes citocinas podem promover ou inibir o desenvolvimento e a
progresséo tumoral, independentemente da sua origem (LIN; KARIN, 2007).
Por meio da ativacdo de varios fatores de transcricdo, como NF-kB, AP-1 e
STATS3, as citocinas e quimiocinas controlam o microambiente inflamatério,
favorecendo a imunidade anti-tumoral (IL-12, IFN-y) ou a progressao do tumor
(TNF-a, IL-8, IL-1B, IL-6, IL-17, IL-23, MCP-1, ligantes EGFR, TGF-B)
(AGGARWAL; GEHLOT, 2009; GRIVENNIKOV et al., 2010).

O TNF-a pode induzir a producado de inumeras quimiocinas e citocinas
(CXCL12, CCL2, IL-6, MIF) e do fator de crescimento VEGF, promovendo a
angiogénese e capacidade metastatica dos tumores (GRIVENNIKOV; KARIN,
2011; NEURATH; FINOTTO, 2011). A quimiocina IL-8 pode auxiliar no
crescimento e na metastase em alguns tumores, como no melanoma humano,
cancer de ovario, bexiga, pulmdo e estdbmago (AGGARWAL et al., 2006;
FEDERICO et al., 2007).

A IL-6 é produzida pelas células tumorais, inflamatoérias e estromais, e
contribui na tumorigénese por meio de uma variedade de mecanismos,
incluindo angiogénese, sobrevivéncia e metastase (GRIVENNIKOV; KARIN,
2011; NEURATH; FINOTTO, 2011). A sinalizagéo da IL-6 leva ao aumento da
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producdo de citocinas inflamatdrias, quimiocinas, proteases e fatores de
crescimento (IL-6, IL-18, IL-23, CCL5, CXCL8, MCP-1, MMP9, MMP2, VEGF e
HIF) (AGGARWAL; GEHLOT, 2009; SANSONE; BROMBERG, 2011). Usando
ferramentas genéticas, pesquisadores demonstraram que a IL-6 promove a
proliferagcdo e sobrevivéncia das células epiteliais intestinais, promovendo a
iniciacao e progressao do cancer associado a colite (CAC) (BOLLRATH et al.,
2009; GRIVENNIKOV; KARIN et al., 2011; PORTA et al., 2009).

Por outro lado, a resposta inflamatéria € controlada pela acdo de
mediadores anti-inflamatérios, que atuam para manter a homeostasia da
resposta imunologica e prevenir a lesdo tecidual. Entre esses mediadores
destacamos a anexina-A1 (ANXA1), proteina de 37 kDa, que é expressa pelas
células tumorais e atua como moduladora do processo inflamatério
(SILISTINO-SOUZA et al., 2007; ALVES et al., 2008).

A ANXA1 foi o primeiro membro caracterizado de uma superfamilia de
proteinas que se ligam aos fosfolipidios de uma forma dependente de calcio
(RESCHER; GERKE, 2004). Essa proteina foi inicialmente denominada
lipocortina pelo fato de mimetizar a acao anti-inflamatéria dos glicocorticéides
por meio da inibicdo da sintese de eicosanodides e fosfolipase Az (PLAR),
afetando dessa forma componentes da reacgao inflamatoria e liberagao do acido
araquidonico (FLOWER, 1988; PERRETTI; GAVINS, 2003).

Estruturalmente, as anexinas compreendem dois dominios: uma
pequena regido N-terminal, variando em comprimento e composi¢éo, € um
dominio central, regidao C-terminal, formado por quatro a oito dobras repetidas
de uma sequéncia conservada de 70 a 80 aminoacidos (RESCHER; GERKE,
2004). O dominio N-terminal é especifico para cada membro dessa familia e
interage com os diferentes ligantes dessas proteinas, enquanto a regidao C-
terminal é responsavel pela afinidade ao célcio e consequente ligagdo aos

fosfolipidios.
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Figura 1. Esquema da proteina anexina, mostrando os aminoacidos da regidao N terminal e as
4 repeticbes de 70-80 aminoacidos na regido C terminal (RODRIGUES-LISONI; HENRIQUE;
TAJARA, 2011).

A ANXA1 pode ser especialmente encontrada em diversos tipos
celulares relacionados aos processos de defesa como neutréfilos (OLIANI et
al., 2001), mastocitos (OLIANI et al., 2008), eosindfilos (OLIANI; DAMAZO;
PERRETI, 2002) e mondcitos (GOULDING et al.,, 1990). Essa proteina €&
particularmente abundante em leucdcitos polimorfonucleares, nos quais pode
representar cerca de 4% do total de proteinas citosélicas (ERNST et al., 1990).

A expressao e localizagdo da ANXA1 tém sido investigadas no nosso
laboratério em modelos experimentais de inflamagcdo aguda induzida por
carragenina no mesentério de ratos, por meio da analise dos leucécitos
extravasados e endotélio vascular (OLIANI et al., 2001; GIL et al., 2006), e de
inflamacao crénica granulomatosa na pele de camundongos (GIBBS et al.,
2002; OLIANI et al., 2008). Ainda, apés a descoberta por Cirino e
colaboradores (1993) de que a atividade biolégica da ANXA1 poderia ser
reproduzida pelos primeiros vinte e seis aminoacidos da porgdo N-terminal da
proteina ou por alguns peptideos menores (PERRETTI et al., 2001), tornou-se
uma pratica comum o uso dessas moléculas em modelos experimentais de
inflamacéo aguda (DAMAZO et al., 2006; GAVINS et al., 2007), cronica (GIBBS
et al., 2002) e sistémica (DAMAZO et al.,, 2005). A administragdo desses
peptideos miméticos da ANXA1 leva a ativagado dos seus receptores, que sao
mais abundantes em leucécitos aderentes, e promove a ativacdo celular e a
sinalizagao intracelular, com o destacamento dos leucdcitos do endotélio
(GAVINS et al., 2003; GASTARDELO et al., 2009).

A expressdao da ANXA1 na carcinogénese cervical tem sido pouco
investigada. Um dos artigos publicados mostrou diminuigdo nos niveis dessa
proteina e do seu RNAmM em neoplasia intraepitelial cervical, concluindo que a

ANXA1 pode ser considerada um marcador biolégico na deteccao da



INTRODUCAO - 25

progressao do cancer cervical invasivo (LEE; CHUNG; MOON., 2008). Além
disso, o estudo de Shen e colaboradores (2010) detectou a baixa expressao da
ANXA1 em células SiHa, linhagem celular derivada de tumor cervical, tratadas
com complexo citrato lantanun sugerindo um papel dessa proteina na via de
apoptose regulando os fatores de crescimento relacionados. Outro estudo,
também utilizando a linhagem celular SiHa, isolou e caracterizou uma
subpopulagao altamente tumorigénica, a qual exibiu caracteristicas de células
iniciadoras de cancer (CICs), e resisténcia a radiacdo em tumores solidos
(LOPEZ et al., 2012). Assim, pensando em novas estratégias de tratamento, a
administracdo da ANXA1 nas células carcinogénicas pode ser uma alternativa.
Desse modo, os trabalhos relacionados com a ANXA1 tém contribuido
para um maior entendimento do papel desta proteina no processo inflamatorio
e tumorigénico. No entanto, os mecanismos moleculares pelos quais a ANXA1
modula as respostas celulares nos processos inflamatorios ainda ndo estao
completamente determinados. Os dados disponiveis sugerem que essa familia
de proteinas pode ter, além de seu importante papel no processo inflamatério,
um envolvimento significativo no cancer, através de cascatas de sinalizagao
que incluem genes relacionados com o ciclo celular, diferenciacéo e apoptose.
Diante dessas consideragdes, investigamos, in vitro, a agao da proteina anti-
inflamatoria ANXA1 sobre as células tumorais SiHa, avaliando a morfologia,
proliferagdo e migracao celular, assim como o padrao de citocinas/quimiocinas
€ a expressao protéica e dos genes COX-2, EP3, EP4, MMP2 e MMP9, TIMP1
e TIMP2 de modo a determinar como a ANXA1 atua na expressdo desses

genes e como essas alteragdes podem participar do processo tumorigénico.
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Em funcdo da importancia do efeito anti-inflamatério do peptideo Acz.26
nas células carcinogénicas, o presente trabalho teve como objetivo geral
investigar a influéncia desse anti-inflamatério nas células SiHa, ajudando a

determinar como este peptideo atua no processo tumorigénico.

Os seus objetivos especificos compreenderam:

Nas células tumorais SiHa tratadas in vitro com peptideo Ac;.6
avaliamos:

1. A morfologia, indice de proliferacéo e migragao celular

2. Viabilidade celular analisando: apoptose, apoptose tardia e necrose;

3. Os padrbes de citocinas/quimiocinas nos sobrenadantes da cultura
celular para interleucinas 18 (IL-B), 4 (IL-4), 6 (IL-6), 8 (IL-8) e TNF-a e MCP-1.

4. A expressao da proteina endogena ANXA1

5. A expressao dos genes COX 2, EP3, EP4, MMP2 e MMP9, TIMP1 e
TIMP2.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Cultivo da linhagem celular SiHa

A linhagem celular SiHa, células de carcinoma epidermdide de cérvice,
(ATCC®-HTB-35™- American Type Culture Collection), constitui uma linhagem
celular que reune as melhores condi¢gdes técnicas para o desenvolvimento
desse trabalho. Essas células foram cultivadas em meio completo MEM-Earle
(Cultilab, Br), pH 7,5 suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Br),
1% de aminoacidos n&o essenciais 10mM (/nvitrogen, Carlsbad, USA, UK) e
1% de antibidtico/antimicotico (Invitrogen, Carlsbad, USA, UK) e semeadas em
garrafas de cultura de 75 cm?, na concentragdo de 10° células e mantidas a
37°C em atmosfera de 5% de CO; por 24 horas, até se fixarem na garrafa de
cultura. Apds esse periodo, o meio foi trocado a cada dois ou trés dias, ou até
as células se tornarem confluentes. O crescimento e a morfologia celular foram
avaliados diariamente em microscopio invertido de contraste de fase Olympus
CKX41 e, quando a densidade celular atingiu confluéncia de 80-90%, o
material foi submetido a desagregagao celular por meio de tripsina e
subdividido em duas réplicas. Os procedimentos experimentais foram
realizados no Laboratério de Imunomorfologia, Departamento de Biologia do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — IBILCE-UNESP, em
colaboracdo com a Prof?. Dr®. Sonia Maria Oliani, no Laboratério de
Marcadores Moleculares e Bioinformatica Médica, Departamento de Biologia
Molecular — FAMERP- Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto em
colaboragcédo com a Prof? Dr? Eloiza Helena Tajara da Silva e no Laboratério de
Genética Molecular, Departamento de Biologia e Zootecnica da Faculdade de
Engenharia de Ilha Solteira — FEIS-UNESP sob a orientagao da Prof? Dr? Flavia

Cristina Rodrigues Lisoni.

3.2 Tratamento Farmacol6gico

As células SiHa foram tratadas em meio completo como descrito
anteriormente e, posteriormente, subdivididas nos seguintes grupos:

- Controle: apenas meio completo;

- ANXA1: tratada com o peptideo N-terminal Ac2-26 da ANXA1 (Ac-
MVSEFLKQAWFIENEEQEYVQTVK) (RAYNAL; POLLARD, 1994), na
concentragdo 10ug/mL em cinco diferentes tempos (2, 4, 24, 48 e 72 horas). A



MATERIAL E METODOS - 30

concentracido e os intervalos de tempo de tratamento foram estabelecidos de

acordo com testes preévios realizados por Prates (2014).

3.3 Andlises do indice de proliferacdo e morfologia celular

Para analise do indice de proliferacdo celular, nas células SiHa, foi
realizada a contagem de células cultivadas em placas de cultura de 6 pogos,
semeadas na concentracdo de 5x10* em 2mL de meio MEM com 10% de soro
fetal bovino e mantidas a 37°C em camara umida e atmosfera com 5% de CO,,
por 24 horas, até se fixarem na placa de cultura. Apos esse periodo, 0 meio de
cultura foi substituido por meio de cultura sem soro (MEM 0%), a fim de deixar
todas as células na mesma etapa celular. Apos 24 horas foi trocado o meio de
cultura pelo meio completo e adicionado peptideo Acz.2s em um conjunto de
pocos. As células receberam a concentragcado de 10ug/mL desse peptideo para
cinco diferentes tempos de contagem celular (2, 4, 24, 48 e 72 horas), as
células das outras placas que néo receberam o peptideo continuaram nos seus
respectivos pogos para contagens futuras, apenas para uma comparagao entre
os diferentes tratamentos (controle e tratadas com o peptideo) nos diferentes
tempos. As células, tratadas ou ndo com o peptideo em todos os periodos
experimentais, foram tripsinizadas, coradas com azul de tripan e contadas em
camara de Neubauer (hemocitdmetro), como esquematizado na Tabela 1 e
representado na Figura 2. Esse experimento foi realizado em triplicatas. A
morfologia celular foi avaliada no microscopio invertido de contraste de fase
Olympus CKX41, do Laboratério de Imunomorfologia. Esses ensaios foram
realizados para determinar o periodo experimental, com a diferenga estatistica
mais expressiva, entre os grupos tratados ou ndo com 10ug/mL do peptideo,

para realizacdo dos experimentos posteriores.
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Tabela 1. Esquema do experimento realizado, em dias, em duas placas de cultura de 6 pogos

com duas condi¢des experimentais diferentes (controle e tratadas com peptideo Ac,.o).

Experimento Placa Controle Placa ANXA1
(Dias) (6 pogos) (6 pogos)
1 5 x 10* células 5 x 10* células
) retirar o meio completo retirar o meio completo
adicionar meio sem soro adicionar meio sem soro
) ) retirar meio sem soro
retirar meio sem soro
3 adicionar meio completo com

apods 2 horas
apods 4 horas
5 (24h)
6 (48h)
7 (72h)

adicionar meio completo

contar as céls de 1 poco
contar as céls de 1 pogo
contar as céls de 1 pogo
contar as céls de 1 poco

contar as céls de 1 poco

Ac2-26
contar as céls de 1 poco
contar as céls de 1 poco
contar as céls de 1 poco
contar as céls de 1 poco

contar as céls de 1 poco

Placa 1 — SiHa - controle Placa 2 — SiHa — ANXA1

ojoll
OOl
O
Ol10)
OlOI
Q@]

Figura 2. Modelo de duas placas com 6 pogos contendo 5 x 10* células SiHa, sem (controle) e
com tratamento com peptideo Ac,.6, coletados nos cinco diferentes tempos experimentais (2,
4, 24,48 e 72 horas).

3.4 Ensaio de Migracéao Celular

As células SiHa foram distribuidas em uma placa de 6 pocos, e apds a
aderéncia a placa de cultura e alcance de confluéncia, foi realizado um risco ou
-ferida” no centro dos pogos com uma pipeta de 200 pl. Posteriormente, as

células foram lavadas suavemente com PBS 1X e incubadas, 3 pogos apenas
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com o meio completo (controle) e 3 pogos contendo o peptideo Ac,., na
concentracdo de 10ug/mL durante o periodo de 0, 2, 4, 24, 48 e 72h. A
migragdo celular foi monitorada com imagens obtidas antes e apos o
tratamento, usando uma camera fotografica acoplada a um microscopio. Os
numeros de nucleos celulares, que atravessaram o risco, foram determinados
em quatro campos microscoépicos diferentes e, posteriormente quantificados. A
analise quantitativa da area de fechamento da ranhura foi analisada utilizando

o programa Axiovision Rel. 4.7 (Carl Zeiss, Thornwood, NY).

3.5 Citometria de Fluxo

As células SiHa controle e tratadas com peptideo Ac,.,6 Na concentragao de
10ug/mL, foram cultivadas em triplicata nas garrafas de cultura com 75 cm? por
72 horas. Posteriormente foram submetidas a lavagem com PBS, tripsinizadas
e centrifugadas para obtencdo do —gllet” de células; o —pket” foi
ressuspendido com tamp3do de ligacdo 1X a uma concentragdo de 1X10°
cél/mL. Desta solugdo, foram transferidos 100uL de cada amostra para um tubo
de 1,5 mL juntamente com 5uL de FITC Annexin V e 5uL de Pl (BD Pharmigen,
San Diego, USA). Apds homogeneizada, a solucéo foi incubada a temperatura
ambiente por 15 minutos, no escuro. Para a leitura foram adicionados 400uL de
tampao de ligacdo 1X e posteriormente adquiridos 10.000 eventos de cada

amostra no citbmetro (Guava Easy Cyte, MILLIPORE).

3.6 Ensaios Multiplex para analise de citocinas/quimocinas

A fim de quantificar as citocinas dos sobrenadantes das células SiHa
submetidas as condigdes experimentais descritas acima, utilizamos o
kit MILLIPLEX MAP HCYTOMAG 60Ke o equipamento LUMINEX xMAP
MAGPIX (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) para a detecgao multiplex
quantitativa de multiplos analitos, com rapidez e especificidade, por meio
de beads magnéticas.

As células SiHa controle e tratadas com o peptideo Ac,2 ha
concentracdo de 10 upg/ml foram cultivadas em meio completo MEM-Earle

(Cultilab, Br), pH 7,5 suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Br),
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1% de aminoacidos n&o essenciais 10mM (/nvitrogen, Carlsbad, USA, UK) e
1% de antibidtico/antimicotico (Invitrogen, Carlsbad, USA, UK) e semeadas em
garrafas de cultura de 75 cm?, na concentragdo de 10° células e mantidas a
37°C em atmosfera de 5% de CO;, por 72 horas. O sobrenadante das células
foi cuidadosamente retirado, centrifugado, aliquotado e mantido a -20°C até o
momento do uso. As beads magnéticas, solugdes controles, tampao de
lavagem, soro matriz e padrbes foram preparados e homogeneizados conforme
as intrugbes decritas no kit (HCYTOMAG-60K, Milliplex MAP Kit, Millipore).
Inicialmente, foram adicionados 25 pL dos padrdes, solugbes controles e
amostras na placa magnética de 96 pocos, lavada previamente com o tampéo
de lavagem. Em seguida, 25 uL de assay buffer foi adicionado as amostras, 25
ML do soro matriz aos padrdes e, 25 uL de beads magnéticas revestidas com
anticorpos especificos (HCYTOMAG-60K, Milliplex MAP Kit, Millipore) a todos
0s pogos (controles, padrbes e amostras). A placa foi selada com selante
préprio, revestida com papel aluminio e incubada overnight a 4°C, sob agitagcao
no shaker. No dia seguinte, a placa foi lavada duas vezes com 200 uL de
tampao de lavagem e incubada com 25 pL de anticorpo de deteccdo ligado a
biotina a temperatura ambiente, por uma hora, no shaker. Para completar a
reacdo, 25 uL de ficoeritrina conjugada a estreptavidina foi adicionada e
incubada por 30 minutos, protegida da luz a temperatura ambiente, sob
agitacao. A placa foi entdo lavada duas vezes e incubada com 150 uL do fluido
(Drive Fluid) por cinco minutos a temperatura ambiente, no shaker. Em
seguida, a leitura da placa foi realizada pelo LUMINEX xMAP MAGPIX.

A concentragdo dos analitos foi determinada pelo software MAGPIX
XPONENT (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). Os ensaios foram
realizados em triplicatas para confirmar os resultados. Os analitos estudados
foram: Interleucina 1 beta (IL-1B), Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 6 (IL-6),
Interleucina 8 (IL-8), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), proteina

quimiotatica para mondcitos (MCP-1).
3.7 Western Blotting

As células SiHa foram submetidas as condigdes experimentais (controle
e tratadas com peptideo Acy26 na concentragao de 10ug/mL, em garrafa de
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cultura com 75 cm?® por 72 horas (tempo de maior diferenga estatistica
significante observado na proliferagdo celular) para a realizagdo da técnica de
Western blotting. As células foram lavadas com PBS gelado, tripsinizadas, e
transferidas para um tubo falcon de 15mL. Posteriormente, foram
centrifugadas, para isolamento do pellet, que foi armazenado em freezer -80°C.
Para o inicio da técnica de western blotting foi acrescentado as células o
tampao de extragao e estas foram sonicadas (Sonicador Fisher Scientific Model
100) duas vezes com intervalo de dez segundos. Para a quantificagdo foi
utiizado o BCA Protein Assay Kit da Thermo Scientific. As células foram
quantificadas no leitor de placa e a leitura feita em 562nM de absorbancia. A
corrida foi feita em gel de poliacrilamida inicialmente com 140V e 400mA por 1
hora e finalizada com 600V e 325mA por 70 minutos. Apds a separagao da
proteina no gel de poliacrilamida, foi realizada a corrida de transferéncia da
proteina do gel para a membrana de PVDF -Membrana Imobilion-P” da
Millipore (325mA por 70 minutos). Finalizada a transferéncia, a membrana foi
submetida a etapa de imunodeteccdo utilizando o “Western Breeze
Chromogenic Western Blot Imunodetection Kit” da Invitrogen. Por fim, a
membrana, depois de seca, foi scaneada e para realizagdo da analise

densitométrica.
3.8 Selecao de genes de interesse

Os genes estudados nesse projeto foram previamente selecionados a
partir dos marcadores potenciais em ambiente tumoral identificados por
estudos anteriores (RODRIGUES-LISONI et al., 2010; LEE et al.,, 2011),
utilizando bibliotecas SAGE. As vias metabdlicas desses marcadores
potenciais foram avaliadas e alguns genes relacionados a elas também foram
escolhidos. A selecao dos genes seguiu 0 seguinte parametro: envolvimento
potencial em processos de inflamacgao e invasao tumoral.

Os iniciadores especificos para cada transcrito foram desenhados com a
ferramenta Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3.cgi),

conforme apresentado abaixo na tabela 2.
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Tabela 2. Iniciadores para os genes de interesse

Oligonucleotideo Sequéncia
EP3 anti-sense 5 TCTCCGTGTGTGTCTTGCAG 3
EP3 sense 5 AGCTTATGGGGATCATGTGC 3
EP4 anti-sense 5 CCAAACTTGGCTGATATAACTGG 3
EP4 sense 5" CGAGATCCAGATGGTCATCTTAC ¥
MMP2 anti-sense 5 CCGTCAAAGGGGTATCCATC 3
MMP?2 sense 5" AAGTCTGGAGCGATGTGACC 3
MMP9 anti-sense 5" ATTTCGACTCTCCACGCATC 3’
MMP9 sense 5 TTGTGCTCTTCCCTGGAGAC ¥
COX2 anti-sense 5" AGAAGGCTTCCCAGCTTTTG 3°
COX2 sense 5" ATTCCCTTCCTTCGAAATGC 3’
TIMP1 anti-sense 5" TTTTCAGAGCCTTGGAGGAG 3’
TIMP1 sense 5" ACTGTTGGCTGTGAGGAATG 3’
TIMP2 anti-sense 5" CTATATCCTTCTCAGGCCCTTTG 3°
TIMP2 sense 5" AGAAGGAAGTGGACTCTGGAAAC 3’

3.9 PCR guantitativo em tempo real

As reacbes foram realizadas em termociclador 7500 Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems), no Laboratério de Biomarcadores e
Bioinformatica Médica, na Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto,
FAMERP, SP. Todas as reag¢des foram preparadas em triplicata, incluindo o
controle enddégeno, o GAPDH foi considerado como melhor gene normalizador
para controle enddgeno entre os dois testados (GADPH e ACTB), e
processadas em volume final de 20uL contendo 100 a 500ng de cDNA, SYBR®
Green PCR Master Mix e 100nM de cada primer, segundo protocolo da Applied
Biosystems.

As condi¢des de termociclagem compreenderam uma incubacdo de 2
min a 50°C, seguida por desnaturacéo inicial de 10 min a 95°C. Em seguida, o
programa continuou com 40 ciclos de 15 seg a 95°C, 1 min a 60°C, para
anelamento de primers e extensao das cadeias, e 35 seg a 65°C, para coleta
do sinal. A curva de dissociacao foi gerada apds amplificagdo e compreendeu
um passo de 15 seg a 95°C seguido de 1 min a 60°C. A quantificacdo foi
realizada comparando-se os valores de expressao obtidos das curvas padroes,
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as quais foram desenhadas pela diluicdo seriada a partir de um pool de
amostras de cDNA. O fator de normalizag&o utilizado foi a média geométrica do
gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), utilizado como
controle interno (controle enddgeno). Finalmente, os valores de expresséo
génica obtidos nas analises foram quantificados tendo como base a amostra

controle, escolhida como calibrador de todas as amostras.
3.10 Andlises Estatisticas

A analise dos resultados da PCR quantitativa em tempo real foi a partir
dos valores do Ct (Cycle threshold)* de cada amostra, sendo que foram
calculadas as médias das triplicatas. Posteriormente, foi calculado o ACt a
partir da subtragdo da média obtida para a sequéncia de interesse por aquela
do controle interno. Para o calculo do A-ACt, foi escolhida a amostra controle
como calibrador, sendo atribuido ao mesmo o valor de zero como resultado da
subtragdo com seu proprio ACt. Nas demais amostras (tratadas com peptideo
ANXA1ac2-26), 0 resultado do A-ACt foi calculado a partir das diferengas dos
valores de ACt de cada um deles em relacdo ao calibrador. Em seguida, foi
calculado o 2%%% (PFAFFL, 2001). Finalmente, para uma melhor
representacao grafica, os resultados foram apresentados em uma escala
logaritmica de base 2 (Log2). Foi considerado aumento ou redugao significativa
de expressdo quando o valor de expressao foi duas vezes maior ou menor,
respectivamente, em relacdo a amostra controle ou quando esteve acima ou
abaixo de 1 quando apresentado na forma de Log2.

Para os outros ensaios, os resultados foram submetidos previamente a
andlise descritiva e determinacdo da normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para as amostras com distribuicdo normal e nao repetidas foi utilizada
a Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey. Para amostras
com distribuicdo ndo normal foi usado o teste de Mann Whitney. O nivel de
significancia estabelecido foi de 5 %.



4 RESULTADOS
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4.1 Morfologia Celular

Inicialmente, as células SiHa, foram cultivadas e observadas na
microscopia de contraste de fase. Essas células apresentam aspecto fusiforme
e nucleo de posicdo central, eucromatico e com varios nucléolos,
caracterizando uma célula de alta atividade metabdlica (Figura 3A). Nas células
tratadas com o peptideo Acz26 (10pug/mL), ndo houve alteragdo morfolégica, e
os prolongamentos citoplasmaticos foram observados com maior nitidez devido

a menor proliferagéo celular (Figura 3B).

Figura 3. Andlise da morfologia da linhagem celular SiHa. (A) Controle e (B) tratada com
peptideo Ac,e [10pg/mL]. N: ndcleo; nu: nucléolo; setas: prolongamentos citoplasmaticos.
Aumento de 400X.

4.2 Indice de Proliferacédo Celular

Comparamos a proliferagdo das células SiHa tratadas ou ndo com o
peptideo Acy6 nos diferentes tempos (2, 4, 24, 48 e 72 horas). Realizou-se
uma analise do crescimento na concentragdo de 10ug/mL do peptideo, a qual
se mostrou significante estatisticamente (Figura 4). O tratamento com o
peptideo Ac,.p6 reduziu progressivamente a viabilidade celular nos tempos de

4,24, 48 e 72 horas, em relagédo ao controle, conforme mostra Figura 4.
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Pode-se concluir, a partir do ensaio de proliferacdo celular e da analise
estatistica, que o tempo de 72 horas foi o0 mais significante estatisticamente,
considerando valor * P<0,05.
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Figura 4. Analise do crescimento da linhagem SiHa, controle e tratada com 10ug/mL do
peptideo Ac,.,6, NOs periodos de 2, 4, 24, 48 e 72 horas. Os resultados expressam a média de

amostras em triplicata.

4.3 Ensaio de Migracao Celular

Os resultados obtidos no ensaio de migragao celular (Figura 5), mostram
reducao significante da migragéo das células apos o tratamento com peptideo
Acy.26 na concentragdo de 10ug/mL, nos tempos de 48 e 72h apos a aplicagao

do teste estatistico (Figura 6).
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Figura 5. Efeito do peptideo Ac,.,5 sobre a migragao celular de SiHa apds 0, 2, 4, 24, 48 e 72

horas de incubacgao.
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Figura 6. Quantificacdo das células SiHa transmigradas, controle e tratadas com o peptideo
Aco06, apos 0, 2, 4, 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Os resultados expressam a média *

S.E.M. do ensaio em ftriplicata. *** p<0,001 versus controle.

4.4 Citometria de fluxo

Os histogramas representativos (Figura 7) mostram os resultados
obtidos apds incubacdo com anexina V e Pl, em cada grupo de células. A
porcdo Q4 dos histogramas representa o n° de células viaveis, ou seja, nado
apresentam nenhuma marcacéo, enquanto a porcdo Q3 mostra o n° de células
em apoptose. Quando as células epiteliais sdo incubadas com indutores de
apoptose, externalizam o fosfolipideo fosfatidilserina na membrana celular, que
€ marcada pela anexina V.

A anexina V é uma proteina que tem alta afinidade com a fosfatidilserina,
e pela conjugagao dessa com um um fluordforo isotiocianato de fluoresceina
(FITC) é possivel quantificar o indice de apoptose por citometria de fluxo. A
por¢do Q1 dos histogramas representa o n° de células em necrose.

Neste caso, os indutores de necrose causam o0 rompimento na
membrana celular e extravasamento do conteudo citoplasmatico. Assim, a
incubacdo das células com PI, corante que possui alta afinidade para
estruturas intracelulares, como o DNA, a marcacado pode ser detectada pelo
citbmetro de fluxo. Como o Pl apresenta fluorescéncia, conseguimos quantificar
a concentracdo de Pl existente no meio intracelular e, consequentemente,

verificar o numero de células em necrose. A porcao Q2 dos histogramas
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representa o numero de células em apoptose tardia, demonstrando a
expressao de fosfatidilserina na superficie, quando ocorre ruptura da
membrana. Assim, ha marcagéo pela anexina V e coloro¢gdo com o PI, ou seja,

dupla marcacao.
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Figura 7. Histogramas obtidos da citometria de fluxo demonstrando a viabilidade (Q4),
apoptose (Q3), apoptose tardia (Q2) e necrose (Q1) de células SiHa, incubadas com meio
MEM (controle) ou tratadas com o peptideo Ac,.5 por 72 horas, em triplicatas. A viabilidade
celular foi aferida pela incubagdo com ANEXINA-V e/ou Pl e, a intensidade de fluorescéncia

avaliada por citometria de fluxo.
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Figura 8. Efeito do tratamento com o peptideo Ac,.s apds 72 horas sobre a viabilidade,
apoptose, apoptose tardia e necrose de SiHa. As células SiHa foram incubadas com meio
completo (MEM) (controle) ou tratadas com o peptideo. A viabilidade celular foi aferida pela
incubagdo com Anexina-V e/ou PI e a intensidade de fluorescéncia foi avaliada por citometria

de fluxo. Os resultados expressam a média + S.E.M de células em ftriplicata.

Como pode ser visto nos quatro quadrantes do histograma (Figura 7) e
também nos graficos referentes a quantidade de células nesse ensaio de
citometria de fluxo (Figura 8), as células SiHa tratadas com 10ug/mL do
peptideo Ac,s apds 72 horas nado evidenciaram diferenga significante em
relagdo as células controle, ou seja, 0 numero de células viaveis, células em

apoptose, em apoptose tardia e em necrose foram consideradas semelhantes.
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4.5 Ensaio Multiplex: Dosagem de citocinas no sobrenadante de células
SiHa ap0s tratamento com peptideo Acz.26

No ensaio Multiplex, ndo observamos diferengas nas concentracdes das
citocinas, interleucinas 18 (IL-B), 4 (IL-4), 8 (IL-8), TNF-a e MCP-1, obtidas do

sobrenadante de células SiHa controle e tratadas com 10ug/mL do peptideo

Ac,26 apOs serem incubadas por 72 horas. Entretanto a concentracdo da

interleucina 6 (IL-6) teve reducéo significante nas células tratadas, em relagcéo
as células controle (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do peptideo ANXAlacr06 SObre a expresséo de citocinas inflamatérias.

Concentragdo das interleucinas 1B (IL-B), 4 (IL-4), 6 (IL-6), 8 (IL-8), TNF-a e MCP-1 em

sobrenadante de cultura de células SiHa em condi¢des controle (branco) e apoés o tratamento

com peptideo Ac,.6 (preto). Dados expressos como média + SEM do ensaio em triplicata.
p<0,001 versus controle da concentragédo analisada (pg/mL).

4.6 Western Blotting

A técnica de Western blotting foi utilizada para verificar o nivel de

expressao da proteina ANXA1 enddgena nas células SiHa. Apds o tratamento

€ possivel perceber que nao houve uma diferenca significante entre as
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amostras controle e tratadas com o peptideo Acy.s, tanto na analise da
membrana de PVDF (Figura 10) quanto na densitometria (Figura 11). Observa-
se que o tratamento com o peptideo Ac,.6 hao influenciou a expressdo da
proteina ANXA1, tanto da proteina clivada (banda de 33kDa), como da proteina
total (banda de 37kDa), nem da proteina ACTB, usada como controle da
reacdo. Supomos que o tratamento poderia alterar a expressdo de algumas
outras proteinas relacionadas com processos inflamatérios ou tumorigénicos,

mas nao a ANXA1 propriamente dita, nessas células analisadas.
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Figura 10. Membrana de PVDF, mostrando as bandas imunomarcadas (A) o anticorpo anti -
ANXA1 e (B) o anticorpo anti-ACTB nas amostras de células SiHa controle (C) e SiHa tratada

com o peptideo Ac,.06 (T) € marcador molecular (M).
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Figura 11. Densitometria da membrana de PVDF realizada com as bandas de 37kDa (ANXA1
total) e de 33kDa (ANXA1 clivada) em relagdo as bandas do anticorpo do ACTB para as

amostras de células SiHa controle e tratadas com o peptideo Ac;.o6.
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4.7 PCR quantitativa em Tempo Real

Previamente a PCR quantitativa em tempo real, validamos a integridade
dos RNAs e cDNAs obtidos das diferentes amostras. Os resultados obtidos
foram expressos em valores de Ct, os quais refletem o numero de ciclos de
amplificagdo necessarios para que o sinal fluorescente emitido atinja o limiar de
deteccéo.

Os genes de interesse (COX2, EP3, EP4, MMP2, MMP9, TIMP1, TIMPZ2)
estdo envolvidos em cascatas relacionadas com inflamacédo e processos de
invasdo tumoral. As células SiHa submetidas ao tratamento com o peptideo
Ac,.o6 apresentaram reducédo significante da expressao dos genes COX2, EP4

e TIMP2 comparando com as células controle (sem tratamento) (Figura 12).
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Figura 12. Analise da expressao dos genes COX2, EP3, EP4, MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2,
por PCR em tempo real. A expresséo génica foi considerada significante exibindo valores = 1.0

ou < -1.0 versus controle.
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O carcinoma cervical uterino representa o segundo tipo de cancer mais
comum entre mulheres jovens, afetando especialmente populagdes
imunocomprometidas. Os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer
do colo do utero sdo: sexo em idade precoce, multiplos parceiros sexuais,
tabagismo, contraceptivos hormonais, imunossupressao, infec¢gdes por
patdgenos e a contaminacgao pelo HPV (ROUZIER, 2014), sendo a infecgéo por
este virus representada por 90% dos casos de cancer cervical (FRANCO et al.,
2003; JEMAL et al., 2011; JAAFAR et al., 2009; WALBOOMERS et al., 1999).

A proteina anti-inflamatéria anexina A1 (ANXA1) pode ser considerada
um potencial alvo terapéutico para o cancer devido ao seu envolvimento em
uma ampla gama de fungdes, tanto no ambiente extracelular como intracelular,
atuando nos processos inflamatorios, na fagocitose, apoptose, proliferacéo e
diferenciagao celular e no reparo tecidual (BIZARRO; PETRELLA; PARENTE,
2012). Entretanto, ha a necessidade de maior investigagdo sobre atuacgéo
dessa proteina na carcinogénese cervical.

No presente trabalho, avaliando as células cultivadas da linhagem SiHa,
notamos que a morfologia nao foi alterada apds o tratamento com peptideo
Ac,.06 todavia, observamos a reducao da proliferagao celular apds o tratamento.
Esses dados sugerem que a ANXA1 pode estar envolvida nos mecanismos
anti-proliferativos dessa linhagem celular, e corrobora com o estudo
desenvolvido por Silistino-Souza e colaboradores (2007), que mostraram o
efeito inibitorio da ANXA1 exdgena (Ac,.26) NO crescimento celular na linhagem
Hep-2 de carcinoma epidermoide de laringe humano. A ANXA1 também atua
no receptor do fator de crescimento epitelial (EGF), promovendo a inibicao da
proliferacao epitelial (DE et al., 1986; RADKE et al., 2004; CROXTALL et al.,
1996).

A migracao celular € um evento crucial na invasao de células tumorais e
metastaticas. A invasdo das células tumorais em tecido circundante envolve a
migragado ativa dessas células através da barreira endotelial (HURD;
DEGEMNARO; LEHMANN, 2011). Baseado no processo de invasdo tumoral,
verificamos que o peptideo Acy.o6 reduziu o processo de migragao nas ceélulas
SiHa, em relagdo as células controle, apds 48 e 72h, sugerindo um possivel

potencial anti-metastatico.
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Na regulagcédo da patologia do colo de utero, a inflamagdo desempenha
um papel extremamente importante (BURN et al. 2011). Ensaios clinicos, em
céncer colorretal, demonstraram que o tratamento a longo prazo com baixas
doses de drogas nao esterdides anti-inflamatdrias (AINEs) pode ser benéfica
para a redugao de sua incidéncia. O uso de anti-inflamatorio pode ser benéfico
para mulheres com infecgdes de HPV e lesbes neoplasicas, por meio da
supressdo do eixo inflamatério COX-PG (ciclo-oxigenase/prostaglandina),
promovendo a resolu¢ao da inflamacéo e prevenindo a progressdo do cancer
de colo do utero (ADEFUYE; SALES, 2012). Estudos mostraram que a proteina
anti-inflamatéria anexina A1, além de atuar na proliferacdo celular, esta
associada ao processo da metastase reduzindo a migragao/invaséo celular em
alguns tipos de tumor (ALLDRIDGE; BRYANT, 2003; WANG et al., 2004).

Em relagcdo ao cancer e apoptose, o processo de apoptose esta
envolvido numa grande variedade de processos fisiologicos e patoldgicos
(ULUKAYA; ACILAN; YILMAZ, 2011; PEREIRA; AMARANTE-MENDES, 2011),
por essa razao existem varios estudos que buscam mecanismos que ajudam a
célula tumoral a entrar nessa condicdo de morte celular programada com o
auxilio de varias técnicas que quantificam esse processo.

Uma dessas técnicas € o citbmetro de fluxo, que utiliza a exposicdo da
fosfatidilserina (PS) sobre a face extracelular da membrana plasmatica,
considerada um fator importante na transformacgao provocada pela apoptose
(BOERSMA et al.,, 2005; BALASUBRAMANIAN; SCHROIT, 2003). A
fosfatidilserina exposta promove o reconhecimento especifico de células em
apoptose através de um sinal enviado aos macrofagos (RAVICHANDRAN,
2010) solicitando a eliminagcdo dessas células sem a ruptura da membrana
plasmatica e liberacdo do seu conteudo citoplasmatico para o meio extracelular
(ELMORE, 2007). A anexina V é a marcagdo mais frequentemente utilizada
para visualizar a apoptose em estagio inicial e caracterizar as populagdes de
células em apoptose por citometria de fluxo (BOERSMA et al., 2005;
HANSHAW; SMITH, 2005).

A necrose se diferencia da apoptose, pois ha o rompimento da
membrana plasmatica e consequente liberacdo do conteudo intracelular para o
exterior da célula, esse processo pode ser identificado com o auxilio do iodeto
de propidio (PI), um corante de DNA impermeavel a membrana celular integra.



DISCUSSAO - 50

Deste modo as células apoptéticas e em necrose podem ser distinguidas
baseando-se no principio de marcagdo da anexina V e Pl (DEMCHENKO,
2013).

A apoptose tardia é a fase da morte celular que esta entre a apoptose e
necrose, sendo caracterizada pela externalizagado da fosfatidilserina junto ao
rompimento da membrana plasmatica. Nessa fase, a morte celular pode ser
marcada tanto pela anexina V, como pelo iodeto de propidio (Pl) (ELMORE,
2007).

Nosso estudo demonstrou que nas células tratadas com o peptideo Acs.
26 NA0 mostrou inducéo de apoptose, apoptose tardia ou necrose. Esses dados
indicam que o tratamento com Acy.26 Ndo possui efeito apoptotico nesse tipo de
tumor. Provavelmente esses resultados podem ter se dado em funcdo da
concentracao usada do peptideo (10ug/mL), que para esse tipo de célula pode
ter sido baixa na indugéo da apoptose.

Na analise das citocinas pro-inflamatérias, IL-1B, IL-4, IL-8, TNF-a e
MCP-1 no sobrenadante das culturas das células SiHa, n&do foi observada
diferenca entre a producao destas moléculas pelas células controle e tradadas
com Acy. Entretanto, a concentracdo da citocina IL-6 teve reducédo
significante nas células SiHa incubadas com Acy.o6 por 72 horas.

A expressdao aumentada de IL-6 foi associada com a gravidade de
tumores cervicais, de cabeca e pesco¢co e de mama (TJIONG et al., 1999;
IBRAHIM et al., 2013; DUFFY et al., 2008) e em linhagens de carcinoma de
colo uterino SiHa e HelLa, foram observados altos niveis de IL-6 e IL-8
comparados a outra linhagem celular normal também de colo uterino (STONE
et al., 2014). Mostramos em nosso estudo a redugao significante de IL-6 apds a
agao do Acy.ps corroborando com Gastardelo e colaboradores (2014) que
mostraram a redugdo na liberacdo de IL-6 em células tumorigénicas de laringe
submetidas ao tratamento com peptideo Acs.6.

A técnica de Western blotting, evidenciou que a utilizagdo do peptideo
exdgeno nao interfere diretamente na expressao da proteina enddégena. Gao e
colaboradores (2014) forneceram evidéncias que ANXA1 é diferencialmente
expressa de acordo com o tipo de tumor. A expressao pode ser reduzida em
células escamosas de carcinoma, aumentada em carcinoma pancreatico, mas

controversa em outros tumores gastrointestinais. Este padrao indefinido da
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expressao da ANXA1 no cancer pdde ser observado em estudos realizados por
Loging e colaboradores (2000), onde ocorreu aumento da expressdo dessa
proteina em tumores de glioblastoma multiforme, assim como em células
normais de cortex. As variagdes de expressao da ANXA1 relatadas na literatura
podem ocorrer também nos tumores de colo de utero, pelo fato destes
possuirem um conjunto de células muito distintas (escamosas e glandulares).
Assim, sugerimos que o tratamento com o peptideo pode alterar a expresséo
de algumas outras proteinas relacionadas com vias de inflamagdo ou
processos tumorigénicos, sem ser a expressdo da ANXA1 endodgena,
propriamente dita.

Para complementar a investigagcdo do efeito do peptideo Ac,.,s na
resposta inflamatéria/tumoral nas células SiHa, avaliamos a expressao de sete
genes (COX-2, EP3, EP4, MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2) cruciais na resposta
inflamatoria e no processo de invasdo tumoral. O gene da proteina ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) é altamente expresso em diversos tumores humanos,
incluindo o de colorretal, de mama e de prostata. Estudos em linhagem celular
tumorigénica e em modelos de camundongos demonstram que a super
expressdo de COX-2 promove impactos em varios aspectos do fenodtipo
maligno, incluindo o crescimento e proliferacdo celular desregulada,
capacidade aumentada para inibir  apoptose, sustentacdo  da
neovascularizagdo, aumento do potencial metastatico e disseminagao invasiva
(R1ZZO, 2011). A proteina proveniente do gene COX-2 catalisa o passo inicial
da transformagdo do acido araquidbénico, tendo como produto final a
prostaglandina (PGE2). (LARKINS et al., 2006; RIZZO, 2011.) A ligacao de
PGE2 aos receptores EPs (Receptores de Prostaglandina - EP1, EP2, EP3,
EP4), promove ativacédo e clivagem de metaloproteinases de membrana (MT-
MMP) as quais interagem com pro-MMPs convertendo-as em formas ativas,
bloqueando a ligagdo das MMPs aos seus inibidores TIMPs (Inibidores das
metaloproteinases da matriz). As células cancerigenas metastaticas digerem e
dissolvem a matriz extracelular (MEC) e a membrana basal, quando ha
secrecao e ativagcdo de MMPs que n&o séo inibidas pelos TIMPs (LEE et al.,
2011; LARKINS et al. 2006).

A degradacdo da membrana basal é o principal processo de invasao
tumoral e desenvolvimento de metastases (STETLER-STEVENSON;
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AZNAVOORIAN; LIOTTA, 1993). As proteinas multifuncionais (TIMPs)
executam uma funcdo de reguladoras enddégenas das MMPs, e tém uma
influéncia fundamental sobre a matriz extracelular, atuando sobre moléculas de
adesao, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (AVADANEI et al.,
2013).

O Receptor de prostaglandina E4 (EP4) é expresso numa vasta gama de
doencas malignas epiteliais (READER; HOLT; FULTON, 2011;
SUBBARAMAIAH et al., 2008) e seu bloqueio farmacolégico ou silenciamento
génico inibe a proliferacdo e migracdo in vitro e o crescimento e metastase in
vivo (MA et al., 2006; YANG et al., 2006). O comportamento metastatico do
produto de EP4 foi estudado em células malignas, mostrando que apds a
expressao desse gene ser silenciada ou antagonizada por inibidores, houve a
reducao do potencial metastatico dessas células tumorais (KUNDU et al.,
2014).

Evidenciamos em nosso estudo a reducao significante da expressao dos
genes COX-2, EP4 e TIMP2 nas células tratadas com o peptideo Acy..6 em
relagdo ao grupo controle. Apesar de poucas investigacdes terem avaliado o
efeito do Ac,.26 Na expressao destes genes, nossos resultados mostraram que
a proteina ANXA1, inibidora do COX-2 e da PGE2, reduz a expressao desses
genes que desencadeiam processos metastaticos (AYOUB et al., 2008).
Estudos realizados por Pellikainen e colaboradores (2004) evidenciaram que
COX-2 é super expresso constitutivamente em muitas lesbes pré-malignas
humanas e, tumores epiteliais malignos e metastaticos, e a regulagao positiva
da expressdo de EP4 estd funcionalmente ligada com o aumento da
capacidade da célula de iniciacdo do tumor in vivo em cancer de mama
(KUNDU et al., 2014). A atuagéo significante do peptideo exdgeno reduz a
expressdo desses genes podendo contribuir na diminuicdo do processo de
invasao tumoral.

A enzima COX-2 é limitante para a sintese de PGE2 a partir do acido
araquidoénico e existem evidéncias que o esse acido promove crescimento de
células cancerigenas da préstata mediado, em parte, pela produgado de PGE2
(GUPTA et al., 2000). No cancer de préstata, PGE2 atua como um promotor do

tumor estimulando a proliferacdo das células e inibindo a apoptose (CAO;
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PRESCOTT, 2000), inclusive o gene COX-2 foi encontrado super expresso
nesse tipo de cancer (YOSHIMURA et al., 2000).

A atividade da ANXA1 foi originalmente identificada como inibidora da
fosfolipase A2 (PLA2), este fato foi proposto devido as suas acdes anti-
inflamatorias (ERRASFA; RUSSO-MARIE, 1989). Além da acgao inibitéria da
atividade de PLA2, a proteina também inibe a producido de acido araquiddnico
(BASTIAN et al., 1993).

O gene TIMP-2, que também teve a sua expressao reduzida de forma
significante apds o tratamento com peptideo Ac,..5, desempenha um papel
amplo no desenvolvimento do cancer (BOURBOULIA et al., 2013). Esse gene
foi estudado por Thang e colaboradores (2013) e observaram que, em altas
concentracdes, ele promoveu aumento na proliferacdo da linhagem celular
BeWo de coriocarcinoma (tumor trofoblastico gestacional) mediando o
processo de invasdo celular. Entretanto, descobertas propostas por
Honkavuori-Toivola e colaboradores (2012) sugerem que TIMP-2 inibe a
invasado de células tumorais de carcinoma de endométrio, suportando a teoria
de que TIMP-2 inibe a MMP-2 neste tipo de carcinoma. TIMP-2 é encontrado
como um complexo junto a MMP-2, uma enzima que esta intimamente ligada a
invasdo das células tumorais, assim evidenciamos seu papel controverso na
invasao e propagagao tumoral.

Poucas investigacdes tém avaliado o efeito do peptideo Acyos na
expressao dos genes estudados, mas nossos estudos mostram que o peptideo
pode estar relacionada promovendo a reducdo significante da expressao de
COX2, EP4 e TIMP2.

Em funcao desses resultados, podemos propor o uso do peptideo como
alternativa terapéutica, devido ao importante papel de bloqueio que esse pode
exercer na via inflamatoria e de invasédo tumoral por possivelmente suprimir a
expressao de genes relacionados com a via oxidativa do acido araquiddnico.
Além disso, Acy.26 mostrou-se eficiente na acao antiproliferativa, antimigratéria
e na redugao da concentragao da citocina IL-6 em carcinoma de colo de utero.
No entanto, estudos ainda sdo necessarios para especificar os mecanismos de

acao desse peptideo anti-inflamatoério no desenvolvimento tumoral.
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Os resultados obtidos com a linhagem celular SiHa tratadas com o

peptideo Acy.26, em relagéo as células controles, permitem concluir:

e Nao modifica a morfologia celular, mas diminui a proliferacdo e a

migracao celular,;

e N3o altera a expressao da proteina ANXA1 endogena;

e Reduz significantemente a expressdo dos genes COX-2, EP4 e
TIMP2;

e Nao altera a apoptose, apoptose tardia e necrose.

e Reduz de forma significante a concentracao de IL-6 no sobrenadante

das células SiHa tratadas com peptideo.

Essas conclusdes mostram que o peptideo Ac,.p6 altera a proliferagao e
a migragao celular, reduz a concentragao de uma citocina pro-inflamatéria além
da expressao dos genes nas células estudadas. Assim, os nossos resultados
apontam o peptideo Acz2s como um alvo potencial das atividades génicas,
sendo possivel sua indicacdo em terapias inovadoras no tratamento de

carcinomas de colo uterino.
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