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RESUMO

O céancer de colo de utero apresenta altas taxas de incidéncia e mortalidade, e
sua progressao depende de caracteristicas genéticas e interacdes das células
tumorais, epiteliais e inflamatdrias. A maioria dos protocolos de tratamentos,
neste tipo de cancer, utiliza a Cisplatina (Cis). No entanto, este quimiotergpico
induz efeitos colaterais, como a nefrotoxicidade, por isso alternativas
terapéuticas tem sido estudadas, como a proteina anexina A1 (ANXA1), que
apresenta acbes anti-inflamatoria, antiproliferativas e também modula a
expressdo do gene Inibidor de Diferenciagdo ao DNA 1 (ID1) no processo
tumoral. Com essas consideracdes, o objetivo do trabalho foi investigar a
interacdo molecular dos mediadores ANXAl e ID1 com a Cis em linhagem
celular, e relacionar com tecidos neoplasicos intraepiteliais no processo
tumorigénico cervical. As células SiHa (carcinoma epidermdide de cérvice),
tratadas com o peptideo da anexina Al (AC,.,s), Cis e AC,+Cis, foram
avaliadas nos ensaios de proliferagdo, citotoxicidade, migracdo celular,
apoptose, imunolocalizacdo e expressdes dos genes ANXAl e ID1, e das
proteinas ANXA1, ID1 e ERK1/2 (Quinase Regulada Extracelularmente 1/2). As
amostras de tecidos cervicais foram analisadas histopatologicamente e as
expressdes proteicas de ANXAl e ID1, por imuno-histoquimica. Os
tratamentos, em todos os grupos, diminuiram a proliferacdo e migracéo celular,
sem efeitos citotoxicos. Enquanto, Cis e AC,.,6+Cis induziram as células aos
processos de apoptose tardia, diminuicdo da expressao do ID1 e aumento da
ANXAL1, indicando a atividade antineoplasica da cisplatina. A administracao Cis
e AC,6t+Cis inativou ERK1/2 fosforilada e induziu a translocacao nuclear da
ANXALl. As expressdes das proteinas ID1 e ANXAL foram observadas nas
amostras teciduais de Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NIC), com intensa
imunomarcacédo de ID1 em NIC Illl. Em conjunto, os dados obtidos nesse
trabalho fornecem entendimento adicional do mecanismo de acdo da cisplatina

na modulagdo dos mediadores ID1 e ANXAL no processo tumorigénico. Esses



achados podem delinear novas estratégias para a intervencéo terapéutica no

cancer de colo de utero.

Palavras chave: linhagem SiHa, cancer de cérvice uterina, apoptose, ID1,

translocacao nuclear



ABSTRACT

Cervical cancer presents high rates of incidence and mortality, and its
progression depends on genetic characteristics and tumor interactions,
epithelial and inflammatory cells. Most treatment protocols, in this type of
cancer, use Cisplatin (Cis). However, this chemotherapeutic induces side
effects such as nephrotoxicity, so alternative therapies have been studied, such
as the Annexin Al protein (ANXA1), which exhibits anti-inflammatory,
antiproliferative actions and also modulates expression of the Inhibitor of
Differentiation to DNA 1 (ID1) gene in the tumor process. With these
considerations, the objective of this work was to investigate the molecular
interaction of the ANXA1 and ID1 mediators with Cis in cell line, and to relate
with intraepithelial neoplastic tissues in the cervical tumorigenic process. SiHa
(cervical epidermoid carcinoma) cells treated with the annexin Al (AC;.2)
peptide, Cis and AC,.,6+ Cis, were evaluated in the proliferation, cytotoxicity,
cell migration, apoptosis, immunolocalization and gene expression assays
ANXA1 and ID1, and of the ANXAL, ID1 and ERK1/2 (Extracellular signal-
regulated kinase) proteins. Cervical tissue samples were analyzed
histopathologically and the protein expression of ANXAl and ID1 by
immunohistochemistry. Treatments, in all groups, decreased cell proliferation
and migration, without cytotoxic effects. While, Cis and AC,.26+ Cis induced the
cells to processes of late apoptosis, decreased expression of ID1 and increased
ANXA1, indicating the antineoplastic activity of cisplatin. Cis and AC,.¢+ Cis
administration inactivated ERK1/2 phosphorylated and induced nuclear
translocation of ANXAL. Expressions of the ID1 and ANXALl proteins were
observed in tissue samples from Cervical Intraepithelial Neoplasia (CIN), with
intense ID1 immunolabeling in CIN Ill. Together, the data obtained in this work
provide additional understanding of the mechanism of action of cisplatin in the
modulation of mediators ID1 and ANXAL in the tumorigenic process. These



findings may outline new strategies for therapeutic intervention in cervical
cancer.

Key words: SiHa line, cancer of the uterine cervix, apoptosis, ID1, nuclear
translocation
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O céancer de colo de utero ou cérvice é o0 quarto mais comum em
mulheres e o sétimo mundialmente mais frequente (SMALL et al., 2017).
Apresentando altas taxas de incidéncia e mortalidade, € um importante
problema de saude publica. A cada ano surgem cerca de 530 mil novos casos,
sendo a quarta causa de morte em paises em desenvolvimento, com
aproximadamente 275 mil mortes por ano (FERLAY et al., 2015; TORRE et al.,
2017).

No Brasil, o cancer de colo de utero ocupa a terceira posicdo, com a
maior incidéncia na Regiao Norte (Figura 1). Dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) mostraram 16.370 novos casos, para o biénio 2018-2019, com
um risco estimado de 15,43 a cada 100 mil mulheres. Aproximadamente 35%
das mulheres diagnosticadas com carcinoma de colo uterino tém a doenca
recorrente, com 90% desses achados nos trés anos ap6s o tratamento inicial
(PECTASIDES et al, 2008). Assim, terapias alvo e estratégias de
guimioterapias e radioterapias sdo essenciais para a reducdo da mortalidade

por essa malignidade.

Figura 1 - Distribuicdo dos 10 tipos de cancer mais incidentes em
mulheres estimados para 2018 e representacdo espacial das taxas ajustadas

de incidéncia de cancer de colo de Gtero por 100 mil mulheres, no Brasil

Localizagao Primaria Casos
Mulheres  Mama Feminina 50.700 29,5%

Colon e Reto 18.980 9,4%

|Colo do Utero 16.370 8,1% |

Traqueia, Bronquio e Puimao  12.530 6,2%

Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Estomago 7.750 3,8%

Corpo do Utero 6.600 3,3%

Ovario 6.150 3,0%

Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Leucemias 4.860 2,4%
m 5,81-7,01
B 455-5,80

2,88-4,54

Fonte: INCA 2018 (modificado).
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No cancer de cérvice o agente etiolégico bem estabelecido é o Papiloma
Virus Humano (HPV) o qual pode produzir lesbes papilares na ectoceérvice. Os
subtipos HPV16 e 18, que apresentam potencial oncogénico, s&o comumente
identificados no cancer de colo de utero, e responsaveis mundialmente por 70-
80% dos casos (LI et al., 2011; DAS et al.,2015). Estudo mostrou que apos a
conclusao de tratamentos com radio e quimioterapia, em cancer avancado, foi
observada a persisténcia do HPV, correlacionando esse virus com recidivas
precoces (MAHANTSHETTY et al., 2018). Mdltiplos parceiros sexuais
contribuem para o risco de infec¢éo pelo HPV, além do alto nimero de partos
normais, contraceptivo oral e tabaco que s&o fatores de risco para o
desenvolvimento desse tipo de cancer (SOTO-DE-LEON et al., 2011;
CROSBIE et al., 2013; ROURA et al., 2016).

A deteccdo precoce desta malignidade, por meio de testes de triagem
colpocitologica (Teste de Papanicolaou), monitoramento e tratamento de lesdes
precursoras auxiliaram para a reducdo de incidéncia e mortalidade em paises
desenvolvidos (GUIDO, 2017). O desenvolvimento e a introducdo de vacinas
em adolescentes também contribuiram efetivamente para prevencédo de
infeccdo pelo Papiloma Virus Humano (HPV) (WALKER et al., 2017).

O HPV apresenta tipos de alto e baixo risco desses, 14 sé&o
considerados de alto risco (16, 18, 33, 45, 31, 58, 52, 35, 59, 56, 51, 68, 39,
66), e estudos verificaram que infeccbes pelo HPV16, 18 ou 45 sdo mais
propensos a evoluirem para carcinoma escamoso celular de cérvice uterina do
que os outros tipos (CLIFFORD et al., 2003; ROBADI; PHARAON;
DUCATMAN, 2018).

A infeccdo pelo HPV pode sofrer regressdo naturalmente, porém a
persisténcia de HPV de alto risco pode levar ao desenvolvimento de Neoplasia
Intraepitelial Cervical (NIC) e céancer de colo uterino (Figura 2) (GRAVITT,
WINER, 2017).

O céancer cervical é precedido por alteracdes na zona de transformacéo
e na Juncdo Escamo Colunar (JEC) denominadas Neoplasia Intraepitelial
Cervical (NIC) com trés graus de severidade e diretamente relacionadas a
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proporcdo de células atipicas substituindo o epitélio cervical. NIC | é
considerado uma displasia, com células atipicas restritas ao terco inferior do
epitélio. NIC Il apresenta displasia moderada, com células atipicas e inUmeras
figuras de mitose ocupando a metade inferior do epitélio. A displasia grave e
carcinoma in situ (NIC Ill) mostra a presenca de células atipicas em todo o
epitélio espessado, com um minimo de diferenciacdo e maturacdo na
superficie. Nesse estagio pode haver amplificacdo da alteracdo ao longo dos
canais das criptas endocervicais e focos de microinvasdes, aléem de elementos
mitéticos e mitoses anormais presentes em todas as camadas. NIC |
representa baixo risco de evolucdo para carcinoma, enquanto NIC Il e NIC Il
estdo associados com alto risco de desenvolvimento, sendo um importante

precursor da malignidade invasiva (BASU et al., 2018).

Figura 2 - Modelo esquematico da histéria natural da infeccdo pelo HPV

e cancer cervical.

HPV seropositive

v
Acquisition Progression
Normal cervix HPV detection — High-grade CIN

Invasion

Clearance

Mild cytologic --- Latent infection
abnormalities

Fonte: GRAVITT; WINER, 2017. Em roxo, parametros que representam o modelo da

Regression

histéria natural e em azul, as incertezas.

Atualmente, o tratamento para lesdes pré-malignas inclui técnicas de
crioterapia, termo coagulacéo, procedimentos cirlrgicos, como conizacao e
histerectomia, e o cancer de colo uterino é tratado com cirurgia seguido de

guimioterapia e radioterapia, ou ambos (BASU et al., 2018). O quimioterapico
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Cisplatina (cis-diaminodicloroplatina Il ou cis-DDP) foi aprovado pela FDA
(American Food and Drug Administration) em 1979, e é amplamente utilizado
como recurso terapéutico no cancer (SHERMAN; SUZANNE E.; LIPPARD,
1987).

Quimicamente, a cisplatina € composta por um atomo central de platina
circundado por &tomos de aménia e cloro em posic¢éo cis (Figura 3A), e se liga
ao DNA na base purina na posicdo N7 para formar ligaces inter e intra-fita,
podendo formar ainda aduto monofuncional ou se ligar a uma proteina (Figura
3B) (SHERMAN; SUZANNE E.;LIPPARD, 1987; JAMIESON; LIPPARD, 1999).

Figura 3 - Estrura da cisplatina e adutos de DNA.

Protein

INTERSTRAND INTERMOLECULAR

Fonte: EASTMAN, 1987. [A] Representacdo quimica da estrutura da cisplatina. [B]

Estruturas de adutos no DNA formadas pela cisplatina.
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A ligacdo mais prevalente intra-fita ocorre em GG (65%), GA (25-30%) e
GNG (1-3%) (EASTMAN, 1987; CHANEY et al., 2005). A atividade
antineoplésica da cisplatina tem como alvo principal o DNA celular, onde induz
a formacdo de adutos que posteriormente interferem na transcricdo e
replicacéo desencadeando 0 processo de apoptose
(SUO;LIPPARD;JOHNSON, 1999; LI et al., 2014; LI et al., 2015). No entanto,
essa droga pode interagir com diferentes componentes celulares como
fosfolipideos e RNA (WANG,; LU; LI, 1996; HOSTETTER; OSBORN; DEROSE,
2012). Os efeitos celulares que envolvem esse quimioterapico revela sua acéo
sobre diversas vias de sinalizacbes (p53 e folato) e processos epigenéticos
(modificagbes de histonas) (SIDDIK, 2003; LICONA et al., 2017).

Estudos apontam resultados importantes no tratamento do carcinoma de
cérvice como a associacdo da cisplatina a outras drogas, tais como a
Gencitabina (HASHEMI et al., 2013), Paclitaxel (CHENG et al., 2014) ou
agentes hormonais (SEGOVIA-MENDOZA et al., 2015). No estagio inicial do
tumor de cérvice foi confirmada a eficacia da cisplatina em controlar ou retardar
0 crescimento tumoral (SUPRASERT et al., 2007). No entanto, esse
quimioterapico pode induzir gastrotoxicidade, mielossupressdo, neuropatia,
reacoes alérgicas e, principalmente, nefrotoxicidade (OH et al., 2014,
YANAGIMOTO et al., 2016).

Vérias alteracdes genéticas e epigenéticas ocorrem durante o processo
de tumorigénese do colo de utero (STEENBERGEN et al., 2014; LI et al.,
2017b). Entre essas, destacamos a metilacdo da regido promotora de genes
supressores de tumor que favorecem o0 seu silenciamento e resultam na
carcinogénese de cérvice (ZHANG et al., 2011, 2012). Além disso, 0s
oncogenes E6 e E7 codificam proteinas multifuncionais que inativam os
supressores tumorais, p53 e pRb, respectivamente (NARISAWA-SAITO;
KIYONO, 2007). Essa instabilidade no genoma desencadeia o bloqueio do ciclo
celular e desregulacdo dos checkpoints devido a perda dos supressores
tumorais, ocasionando o processo tumorigénico (INCASSATI et al., 2006).

Proteinas E7 do HPV de alto risco (16, 18 e 31) tem maior afinidade pela
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proteina Rb, inativam CDK1 p21 e p27 e se ligam ativando as ciclinas E e A.
Enquanto as proteinas E6 de HPV de alto risco tem afinidade maior pela
proteina p53. Essa interacdo E6-p53 direciona os polimorfismos e os fatores de
risco para o desenvolvimento de cancer de colo de utero, uma vez que, o p53 é
polimorfico na posicdo 72 e a variante Arg72 € bem mais susceptivel a
degradacédo pelo E6 (ROBBINS e COTRAN, 2010).

O colo uterino é altamente sensivel ao hormonio estrogeno e, durante o
ciclo menstrual, as células epiteliais proliferam e se diferenciam a medida que
0s niveis desse horménio aumentam, resultando em epitélio hiperplasico sem
mudancas patologicas. No entanto, uma continua estimulagdo hormonal pode
levar a neoplasia, pois ha evidéncias de que o Receptor de Estrogeno Alfa
(ERa) é necessario para o desenvolvimento e manutengdo tumoral em
associacdo a infeccdo pelo HPV de alto risco (CHUNG et al., 2013;
RAMACHANDRAN, 2017).

A carcinogénese de colo de utero também estd relacionada com
processos de angiogénese e inflamatorios. A angiogénese ocorre em tumores
gue secretam mediadores tais como fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF-A) e fator basico de crescimento fibroblasto (bFGF) (SALGADO et al.,
2004). A via do VEGF regula a angiogénese e, portanto, é alvo de terapias
dirigidas, apresentando resultados satisfatérios com efeitos anti-angiogénicos
(WANG et al.,, 2015). A presenca de infiltrado inflamatério € de suma
importancia no processo de neovascularizacdo. Uma vez que o0s tumores
recrutam ceélulas hematopoiéticas, em especial os mondcitos, que compdem a
massa tumoral e parecem estar diretamente envolvidos na progressao e
metastase (CONDEELIS; POLLARD, 2006).

O influxo de células inflamatoérias € uma caracteristica do microambiente
tumoral, sendo esse aspecto muito discutido na progressao neoplasica
(ZIJLMANS et al., 2009). Componentes celulares e humorais apresentam
impacto na iniciacdo e progressao tumoral, evidenciado pela inflamacao
envolvida na tumorigénese e frequentes de areas de inflamacé&o crénica, como
observado na associagdo da pancreatite cronica e colite ulcerativa e o

surgimento de tumor no péancreas e intestino, respectivamente (CLEVERS,
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2004; FARROW et al., 2004; GALDIERO; MARONE; MANTOVANI, 2017). A
infiltracdo de células do sistema imunolégico e mediadores liberados também
constituem as principais razbes para mudancas proé-inflamatérias no
microambiente do colo uterino (BERTI et al., 2017) e prostata (THAPA,;
GHOSH, 2015), contribuindo para o desenvolvimento do cancer.

No inicio do processo neoplasico, as células inflamatoérias e os fatores
produzidos regulam o crescimento, a migracdo e a diferenciacdo de todos os
tipos celulares no microambiente tumoral, incluindo as células neoplasicas,
endoteliais e fibroblastos. Posteriormente, as células neoplasicas utilizam
alguns mecanismos inflamatorios para invasé@o de outros tecidos, como adeséo
celular ao endotélio vascular, migracéo e diapedese. Perretti (1997) ja havia
destacado a semelhanca da metastatizacdo com esses estagios do processo

inflamatorio.

As células inflamatérias secretam numerosas citocinas, fatores de
crescimento e quimiocinas, que estimulam a proliferagéo, inibem a apoptose,
induzem a morfogénese e geram espécies reativas de oxigénio capazes de
lesar o DNA (COUSSENS; WERB, 2002). Em consequéncia, promovem um
ambiente propicio para o processo neoplasico, facilitando a instabilidade
gendmica (RONNOV-JESSEN; PETERSEN; BISSELL, 1996; TLSTY; HEIN,
2001; GASHI et al., 2018).

A prevencdo de danos teciduais e manutencdo da homeostasia é
controlada por mediadores anti-inflamatoérios, dentre estes destacamos a
Anexina Al (ANXA1), uma proteina de 37 kDa, que age como modulador da
inflamacédo (CHOUTHURY; FLOWER, 1988; SILISTINO-SOUZA et al., 2007;
COSTA et al., 2018). Dessa forma, o estudo do envolvimento dessa proteina
no carcinoma de cérvice pode ser Util na caracterizacdo do desenvolvimento

tumoral.

A ANXA1l (Figura 4) foi o primeiro membro caracterizado de uma
superfamilia de proteinas que se ligam aos fosfolipidios de forma dependente
de calcio (RESCHER; GERKE, 2004). Essa proteina foi inicialmente

denominada lipocortina pelo fato de mimetizar a agéo anti-inflamatoria dos



INTRODUGAO - 29

glicocorticéides, por meio da inibicdo da sintese de eicosandides e fosfolipase
A2 (PLA2), afetando dessa forma componentes da reacdo inflamatéria e
liberacdo do acido araquidbnico (FLOWER, 1988; PERRETTI; GAVINS, 2003).

Figura 4 - Estrutura da proteina Anexina A1 (ANXAL).
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Fonte: RESCHER; GERKE, 2004. [A] Representacdo esquematica da estrutura
priméria, com destaque da regido ativa N-terminal. [B] lustragc&o do arranjo tridimensional dessa

proteina.

A ANXA1 é capaz de se ligar a fosfolipideos carregados negativamente
de maneira dependente de calcio (Ca2+) e apresenta uma estrutura
conservada de cerca de 70 aminoacidos repetidos. Esta ligacédo é reversivel e
a remocéao de Ca2+, por agentes alquilantes, conduz a liberacédo de anexinas a
partir da matriz de fosfolipideos (GERKE; MOSS, 2002). Estruturalmente, as
anexinas compreendem dois dominios: uma pequena regido N-terminal,
variando em comprimento e composi¢do, e um dominio central, regido 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
diferentes ligantes, enquanto a regiao C-terminal é responsavel pela afinidade
ao calcio, e consequente ligacdo aos fosfolipidios.

ANXA1 apresenta acdes anti e pro-inflamatorias e esta envolvida em
diversas vias de sinalizacdo, sendo liberada endogenamente de maneira
autécrina e paracrina (Figura 5) (PERRETI; D’AQUISTO, 2009). As

propriedades dessa proteina foram avaliadas em modelos experimentais de
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inflamag&o aguda, crbnica e sistémica (DAMAZO et al., 2006; GIL et al., 2006;
GASTARDELO et al., 2009; GIROL et al., 2013; MOLAS et al., 2017).

Figura 5 - Mobilizacdo da ANXAL1 em células ativadas e seu potencial

modo de acao.
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Fonte: PERRETI; D’AQUISTO, 2009. Apés a ativacdo celular, através da adeséo a
monocamadas de células endoteliais, a anexina Al intracelular € mobilizada para a membrana
plasmética. Dependendo do tipo de célula, a anexina Al é entdo externalizada e/ou secretada
através de um dos trés mecanismos: (a) através da ativacdo do transportador (ABC) de ligacédo
ao ATP; (b) através da fosforilagdo da residuos da serina amino-terminal 27 seguido pela
localizacéo da membrana em dominios lipidicos especificos antes de se deslocar para o folheto
externo da membrana plasmatica e ser secretada; (c) ou através da fusdo de granulos
contendo anexina A1 com a membrana plasmatica, seguida da libertacdo de anexina Al. Na
presenca de Ca’* = 1 mM, a anexina Al extracelular sofre mudanca conformacional que leva a
exposicdo da regido N-terminal e liga ao seu receptor ALXR (conhecido como FPR2). A
anexina Al pode funcionar de maneira autécrina, paracrina e justacrina (envolvendo o contato
célula-célula) para ativar a sinalizacdo ALXR. A via da anexina Al — ALXR pode ser
manipulada por glicocorticoides, que induzem a expressdo do gene que codifica anexina Al
(ANXAl1l) e ALXR por células imunes inatas, aumentando os efeitos desse circuito

antiinflamatoério.
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Na artrite inflamatoria, estudo com microvesiculas de neutréfilos mostrou
que a ANXA1, direcionada aos condrocitos pelo receptor FPR2/ALX, eleva a
deposicdo da matriz extracelular e diminui a degradacdo da cartilagem
(HEADLAND et al.,, 2015). Por outro lado, na doenga pulmonar obstrutiva
cronica, a superexpressao da ANXAL foi associada a obstrucao do fluxo aéreo,

por afetar a funcdo dos fibroblastos pulmonares (LAI et al., 2018).

Além dos efeitos anti-inflamatorios, a ANXAL tem papel na proliferacao,
diferenciacdo celular e apoptose (RESCHER; GERKE, 2004; LIM; PERVAIZ,
2007; CARDIN, 2017), indicando sua relacdo com a tumorigénese. No entanto,
esse papel ainda ndo esta totalmente esclarecido, pois sua expressao ocorre
de maneira diferente, dependendo do tipo do tumor. A desregulagdo da ANXA1
estd associada com a progressao e o desenvolvimento tumoral em varios tipos
de cancer (GUO; LIU; SUN, 2013; JORGE et al., 2013), exercendo efeito sobre

a proliferacdo e invasao de células tumorais (HAN et al., 2017).

Estudo em céancer de cabeca e pescoco mostra baixa expressao de
ANXA1l em amostras teciduais de carcinoma de laringe, no entanto, a
administracdo do peptideo da AC..,s que confere acdo biologica através do
receptor FPR2/ALX, inibiu o crescimento de células Hep-2 (GASTARDELO et
al., 2014). Diferentemente, a superexpressao dessa proteina foi detectada em
cancer hepéatico (LIN et al., 2014) e de mama (SOBRAL-LEITE et al., 2015;
OKANO et al., 2015). Interessantemente, em carcinoma esofagico ha perda da
ANXAL1 (PAWELETZ et al., 2000; YAZDIAN-ROBATI et al., 2017), enquanto o
adenocarcinoma de esbfago apresenta expressao elevada dessa proteina e
esse aumento correlaciona com estagios avancados do tumor e metastases
(WANG et al., 2006).

A ANXAL1 é encontrada na membrana plasmatica, citoplasma, associada
as organelas e no nucleo (RESCHER; ZOBIACK; GERKE, 2000;
MUSSUNOOR; MURRAY, 2008). A presenca dessa proteina no compartimento
nuclear esta relacionada com o desenvolvimento tumoral (Figura 6), e sua
translocacao do citoplasma para o nucleo ocorre por danos no DNA, estimulos

proliferativos e associados a fosforilagdo (BOUDHRAA et al., 2016).
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Figura 6 - Envolvimento da ANXAL nuclear no cancer.
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Fonte: BOUDHRAA et al., 2016. A translocacdo do ANXAL1 do citoplasma para o nacleo
€ iniciada por sinais mitogénicos/proliferativos (setas pretas) ou apds danos no DNA (setas
vermelhas). O tratamento com PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) induz a ativacdo de
PKCbd (proteina quinase C), que permite a fosforilagdo de ANXALl e sua relocalizacdo ao
nacleo. Da mesma forma, a ativagdo do EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico)
pelo seu ligante cognato (EGF) induz a fosforilagéo (do residuo Tyr21) e a translocacéo nuclear
de ANXALl. Uma vez no nucleo, ANXALl é saturada (dentro de sua terceira repeticdo em
Lys257) e estimula a replicacdo do DNA através da sua atividade helicase (setas pretas). Apos
o dano ao DNA, a ANXAl ¢é translocada do citoplasma para o0 nudcleo, onde é
monoubiquitizada. Pela atividade de helicase e presenca de metais pesados (As3+ e Cr6+), a

ANXA1 monoubiquitizada permite a sintese da translesao e a mutagénese (setas vermelhas).

Estudos apontam que a ANXAL1 modula a expressdo de algumas vias
génicas, como por exemplo, o gene Inibidor de diferenciacdo ou Ligacdo ao
DNA 1 (ID1) (PRATES et al.,, 2015), sendo esse gene indicado como um
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oncogene, pois atua na iniciacdo e progressdo tumoral (LASORELLA; UO;
IAVARONE, 2001; LI et al., 2017a).

ID1 ndo é um fator de transcricdo, mas um regulador transcricional de
genes alvos que controla negativamente o dominio hélice-al¢a-hélice (HLH)
(ZHENG et al.,2004). Apresenta superexpressao em diversos tumores sélidos
(RUZINOVA; BENEZRA, 2003), correlacionando resisténcia a tratamentos,
mau prognostico e metastase (SCHINDL et al.,, 2001, 2003). A familia de
proteinas ID é um grupo de pequenas moléculas de curto comprimento (13 a
20 KDa), que pertence a familia de fatores de transcricdo HLH pelo qual inibe
os fatores de transcricdo basica de ligagdo ao DNA. Em mamiferos, esse grupo
apresenta quatro subtipos (ID1-4) que participam de varios processos celulares
(BENEZRA et al., 1990; PERK; IAVARONE; BENEZRA, 2005).

As regides N-terminal e HLH do ID1 s&o responsaveis por causar
deformidades no centrossomo e centriolo, contribuindo para a instabilidade
gendmica e iniciagdo de tumores. Essa confirmacéo se deu ao analisar véarias
células tumorais, incluindo linhagens de carcinoma cervical (SiHa, HeLa, CaSki
e A33A), com elevado nivel de expressdo enddgena de ID1 (MANTHEY et al.,
2010).

InvestigacBes tém sugerido que os HPVs de alto risco contribuem para a
progressao tumoral pela regulacdo de ID1, em cancer de cérvice (DARNEL et
al., 2010), e que niveis de expressdo desse gene estdo relacionados com
processos de angiogénese, diferenciacdo e metastase.

Nos tumores de péancreas (LEE et al.,, 2004) e esofagico de células
escamosas (LUO et al.,, 2012) foram observadas superexpressdes do ID1
relacionada com o processo de angiogénese, com alta densidade de vasos
intratumorais. Alto nivel de ID1 foi detectado em cancer de préstata, sugerindo
participacdo no desenvolvimento e progressdo do tumor, assim como
prognostico ruim e baixa sobrevida (OUYANGE et al., 2002; PONZ-SARVISE
et al., 2014).

Com essas consideracdes, estratégias para entender a expressdo da

ANXA1l e ID1 em amostras teciduais de cérvice e relacionar os efeitos da
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administracdo da cisplatina em associacdo com o peptideo da ANXAL nas
células tumorais, nossos estudos podem representar um grande avanco no
entendimento funcional e molecular da regulacdo génica no cancer de colo de

Utero.



5. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos nas células SiHa controle e tratadas com peptideo
AC,., cisplatina (Cis) e associacdo peptideo e cisplatina (AC,.26+Cis),
permitem concluir:

1. A proliferacdo e migracéo celular sdo reduzidas apos os tratamentos e
ndo séo citotoxicos.

2. Os tratamentos com Cis e AC,.,6+Cis induzem as células a apoptose
e necrose celular.

3. As expressdes dos genes ANXA1L e ID1 e respectivas proteinas séo
moduladas apos tratamentos Cis e AC,.,6+Cis.

4. A fosforilagdo de ERK1/2 € inibida apés os tratamentos Cis e AC,.
26+Cis.

5. A localizacdo intracelular de ANXALl é citoplasméatica em todos os
tratamentos, e com positividade nuclear apds Cis e AC,.,6+Cis.

6. As amostras teciduais, obtidas de biopsias de pacientes nos
diferentes graus evolutivos de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC),
apresentam elevada expressao de ID1 em NIC III.

Associadas, essas conclusbes mostram que a ANXAl e o ID1 séo
mediadores importantes no desenvolvimento tumoral e o tratamento com o
quimioterapico Cisplatina atua modulando esses mediadores. Desse modo,
nossos resultados podem direcionar terapias inovadoras no tratamento de
cancer de colo uterino.
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