Avavav  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

AVA
unesp ' 4{LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José do Rio Preto

Bruna Stuqui

Caracterizacao funcional de HTRA1 em linhagens celulares HPV
positiva e HPV negativa

Sao José do Rio Preto
2014



Bruna Stuqui

Caracterizacao funcional de HTRA1 em linhagens celulares HPV

positiva e HPV negativa

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre
em Microbiologia, junto ao Programa de Pds-
Graduagdo em Microbiologia, Area de
Concentragcdo - Virologia, do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Sao José do Rio
Preto.

Orientador: Prof2 Dr2. Marilia de Freitas
Calmon
Co-orientador: Prof2. Dr2. Paula Rahal

Sao José do Rio Preto
2014



Stuqui, Bruna.
Caracterizagao funcional de HTRA1 em linhagens celulares HPV
positiva e HPV negativa / Bruna Stuqui. -- S&o José do Rio Preto, 2014
59 1. : il grafs., tabs.

COrientador: Marilia de Freitas Calmon

Coorientador: Paula Rahal

Dissertacao (mestrado) — Universidade Estadual Paulista
“Jualio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas

1. Virologia. 2. Virus do papiloma. 3. Linhagens celulares.
4. Doencas do virus do papiloma — Aspectos genéticos. 5. Expressao
génica. |. Calmon, Marilia de Freitas. Il. Rahal, Paula. Ill. Universidade
Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho". Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas. IV. Titulo.

CDU - 616-006.6

Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca do IBILCE
UNESP - Campus de S3o José do Rio Preto




Bruna Stuqui

Caracterizagao funcional de HTRA1 em linhagens celulares HPV
positiva e HPV negativa

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre
em Microbiologia, junto ao Programa de Pds-
Graduagdo em Microbiologia, Area de
Concentragdo - Virologia, do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Sao José do Rio
Preto.

Comissao Examinadora

Profa. Dra. Marilia de Freitas Calmon
UNESP — Sao José do Rio Preto
Orientador

Profa. Dra. Carolina Colombelli Pacca
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP)

Prof. Dr. Sebastido Roberto Taboga
UNESP — Sao José do Rio Preto

Sao José do Rio Preto
28 de fevereiro de 2014



“Nossa vida é um presente de Deus e o que fazemos dela é o nosso presente
a Ele”

(Sao Joao Bosco)



DEDICO ESTE TRABALHO...

A minha familia!

Em especial aos meus pais, Rubens Stuqui e Elisabete José Marchezini Stuqui,
anjos que Deus colocou no meu caminho para me educar e me amar e que com
certeza cumprem sua missdao muito bem. Obrigada por todos os esforcos para
que eu atingisse meus objetivos, o respeito as minhas decisdes e 0 apoio aos
meus sonhos. Amo vocés e sempre estarei presente para ajuda-los!!!

As minhas irmas, Tamires Stuqui e Maiara Stuqui, que a tempos ja ndo sdo mais
criancinhas, mas continuam pentelhando minha vida a cada oportunidade.
Também amo vocés!!!

Sou muito feliz por fazer parte desta familia!!!



AGRADECIMENTOS

A Deus, por estar claramente presente na minha vida, me dando forca e sabedoria
para conduzir cada dia.

As minhas orientadoras Dra. Marilia de Freitas Calmon e Profa. Dra. Paula Rahal,
mais do que orientadoras, amigas que contribuiram em todas as fases desse

trabalho e que me trouxeram muita experiéncia e amadurecimento.
A FAPESP e CAPES pelo apoio financeiro.

A Dra. Luiza Lina Villa, da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,
por ceder gentiimente a linhagem de queratinécitos imortalizados por HPV 16
(HF698) e pelas demais contribui¢cdes neste trabalho.

A Dra. Laura Sichero, do Instituto de Cancer do Estado de S&o Paulo (ICESP), por
ceder gentilmente a linhagem de carcinoma cervical (C33) e pelas demais
contribuices neste trabalho.

A Dra. Louise Chow, da Universidade de Alabama (EUA), por ceder gentilmente
as linhagens Bosc 23 e Am-12.

Ao Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE -UNESP), pela
oportunidade de adquirir conhecimentos valiosos e pela permissdao do uso de
suas dependéncias para realizagdo de meu Mestrado.

Aos professores do Curso de Ciéncias Biologicas e do Programa de Pés
Graduacao em Microbiologia, pelo papel essencial na minha formagao.



Ao Programa de Pés Graduacdo em Microbiologia, pela disponibilidade e apoio.
Aos queridos companheiros de Laboratério de Estudos Genémicos Ana Beatriz,
Ana Claudia, André, Bruno, Carina, Carol Bonfim, Carol Jardim, Cintia, Guilherme,
Henrique, Jaqueline, Leticia, Lilian, Luis, Lucas, Mariana, Marina, Marina C.
Valsechi, Natalia, Paola, Renata, Rodolfo, Stephane, obrigada pela amizade.

A Lenira, pela amizade e dedicacdo ao seu trabalho, que é fundamental ao
laboratério.

Ao meu marido, André Luis Giacometti Conceicdo, que me acompanha a dez anos
como namorado e amigo, onde aprendemos a crescer juntos e construir Nnosso
futuro. Um grande companheiro, sempre cheio de incentivos, compreensao e

carinho, com quem ainda possuo muitos sonhos a realizar.

Aos meus familiares e demais amigos, pelo apoio, pelo companheirismo e pelos

momentos alegres proporcionados em minha vida.



SUMARIO

LIPS 11 To [8 o= To J PR SUPPPPRRR 16
P2 © o)1= 110 T USSR 22
3. Material € MELOTOS .......uueiiiiiiiee e e e e e 23
3.1. Clonagem e SequeNnCiameNntO........couiiiiiiiiiiieee et 23
3.2. Isolamento do DNA plasmidial..........coooeiiiiiiiiiiiieeeeee e 23
3.3. Cultura de linhagens aderentes .........ooccveeiieeieie e 24
I T I =T ) 1= ToTo7= Lo RSP RRRRRRRRPRRRRPRN 24
3.5. Extracédo de RNA e sintese de CDNA ... 25
BB QP C R e e e 25
3.7. ImUNO-hiStOQUIMICA ...ceeeeeeeeeeee e 27
3.8. Ensaio de viabilidade Celular ..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieiiieeeeeeeeeeees 27
3.9. Ensaio de apoptose por citometria de fluXO...........eeeeveeeeereeeiiiiiiiiiiiinnnns 28
3.10. Analise do ciclo celular por citometria de fluxo ..........cceeeeeeeiiiiiiinneen. 28
3.11. Selecao de linhagem estavel de C33 contendo gene E6 de HPV ....... 29
3.12. Ensaio de formagao de Colonia..........cccuuuveieieeeeeeeiieceee e 31
3.13. Silenciamento transcricional de E6 com dsiRNA ..........cccccoiiiiiiiiinnen. 32
3.14. Analises EStatiStiCas .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeceee e eeeeeeeeennees 34
4. ReSURAUOS......cooiiiiiieeeeeee 35
4.1. Clonagem, sequenciamento e isolamento do DNA plasmidial............... 35
4.2. Transfeccdo, extracdo de RNA e obtencdo de cDNA...........cooiiiiiieen. 36
4.3. Andlise da Expressdo Génica por PCR quantitativo...........cccccoeeninneee. 36
4.3.1. Expressao génicade HTRAT ... 36
4.3.2. Expressdo génicade E6 € E7 ....oovvviiiiiiiiiiiiiieeee e 37

4.4. Andlise da expressao de HtrA1 por Imuno-histoquimica....................... 38
4.5. Ensaio de viabilidade Celular ..............uuuueeeiiiiieiiiiiiiiiieeiiieeeieeeeeeeeeeeeeeaees 39

4.5.1. Linhagens transfectadas com HTRAT ..., 39



5.
6.
7.

4.5.1. Linhagem HF698 transfectada com dsiRNA

................................... 40
4.6. Ensaio de formagao de COoIONIa.......cooviiiiiiiiiieeie e 41
4.6.1. Linhagens celulares HF698 € C33.........cccvviiiiiiiiiieeeeee e 41
4.6.2. Linhagem estavel de C33 contendo gene E6 de HPV .................... 41
4.7. Ensaio de apoptose por Citometria de fluXo ..o, 43
4.8. Ensaio de ciclo celular por Citometria de fluXO ............eveeeeeeeieeiiieiiinnnnnns 44
4.9. Silenciamento transcricional de E6 com dsiRNA .........ccccoveeeiiiiiiiineeen. 46
DISCUSSA0.....ci i 47
(@70 o[ 11 1< 1T TSRS 52

Referéncias BibliografiCas. ... 53



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Reconstrucao por criomicroscopia eletronica do capsideo icosaédrico do
Papilomavirus humano e genoma de HPV 16.........coooiiiiiiiiiiiiii e, 7
Figura 2. Modelo esquematico do ciclo replicativo viral no epitélio estratificado e
progressao da infeccao para malignidade.........ccoooeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeen 18
Figura 3. Electropherogram quality analysis (Phred)................ccccccoiiniiiiunnnnnn. 35
Figura 4. Alinhamento da sequéncia apds sequenciamento do clone de
PCMV6E/HTRAT com a ORF de HTRAT ...t 35
Figura 5. Valor da expressdo génica relativa em Log2 do gene HTRA1 em
amostras de tumor de pénis em HPV positivas e em linhagens HF698 e C33 37
Figura 6. Valor da expressao génica relativa em Log2 do gene HTRA1 em

linhagem HF698 e C33 transfectada com HTRAT .......ccoviiiiiiiiiiiiiiec 37
Figura 7. Valor da expressao génica relativa em Log2 de E6 e E7.................. 38
Figura 8. Imunocitoquimica da proteina HtrAT ..o, 39
Figura 9. Ensaio de viabilidade Celular.................uuueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieniieeens 40
Figura 10. Ensaio de viabilidade celular apés tratamento com dsiRNAs ......... 40

Figura 11. Ensaio de Formacgéo de Colénia nas linhagens HF698 e C33........ 41

Figura 12. Valor da expresséo relativa em Log2 do gene E6 e expressao proteica

de p53 na linhagem C33 contendo E6 de HPV 16.......ccoooovieiiiiiiiiiiiiiee 42
Figura 13. Ensaio de Formagéo de Col6nia nas linhagens estaveis C33 contendo
E6 de HPV 16 OU VIO VAZIO .....uvveiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieititeeeeeeeeeeaeeeeeeeaeeeneesnnnnnnnnnes 43
Figura 14. ENSQI0 e @pPOPIOSE. ...uuueiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiititteevteeeeeesesaeessseasesssensnsnnennees 44
Figura 15. Andlise do CIiClo Celular.........couiiiiiiiiiiiiiiiee e 45

Figura 16. Silenciamento de E6 com dSiIRNAS..........ccoiiiiiiiiiiei e, 46



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

BES: Acido N,N-Bis-(2-hidroxietil)-2-aminoetansulfénico

BSA: Soroalbumina bovina

cDNA: DNA complementar, do inglés complementary DNA
DAB: Solucao 3,3’-diaminobenzidina

DH5a: Bactérias Escherichia coli competentes

DMSO: Dimetilsulféxido

DNA: Acido Desoxirribonucleico, do inglés Deoxyribonucleic Acid
dNTP: Desoxirribonucledtidos 5 -trifosfatados

dsiRNA: RNA de interferéncia fita dupla

D10: Meio DMEM completo (antibiético e soro fetal bovino 10%)
E. coli: Bactéria Escherichia coli

SFB: Soro fetal bovino

G418: Antibidtico geneticina

GAPDH: Gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase

h-TERT: do inglés Human telomerase reverse transcriptase
HTRA1: do inglés High temperature requirement factor A1

HPV: Papilomavirus humano, do inglés Human Papillomavirus
INCA: Instituto Nacional do Céancer

kDa: Unidade de massa kilodalton

KSFM: Meio de cultura sem soro fetal bovino para queratinécitos
LCR: do inglés Long Control Region

mg: Miligrama

ml: Mililitro

mM: Milimolar

mRNA: Acido ribonucleico mensageiro, do inglés Messenger Ribonucleic Acid
MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina
NFkB: Factor nuclear kappa B



nM: Nanomolar

NADH: Dinucleétideo de nicotinamida adenina

NADPH: Dinucleétideo de nicotinamida adenina fosfato

NCBI: Centro de Informacdo sobre Biotecnologia Nacional, do inglés
National Center for Biotechnology Information

MTT: Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol -2-il]-2,5-difeniltetrazdlio

ORF: Fase aberta de leitura, do inglés Opening Reading Frame

pb: Pares de bases

PBS: Tampao fosfato-salino, do inglés phosphate buffered saline
PCR: Reacao em cadeia da polymerase, do inglés polymerase chain reaction
PDZ: Dominio C-terminal cujo nome deriva das trés proteinas PSD-95, Dig, e
Z0-1 em que foi descoberto primeiramente.

pH: Potencial Hidrogenidnico de uma solucao

Primer: Cadeia de acidos nucleicos iniciadora da replicacao

PVDF: do inglés polyvinylidene difluoride

qPCR: PCR em tempo real, do inglés quantitative PCR

RNA: Acido ribonucléico

RNAi: RNA de interferéncia

rpm: Rotacdes por minuto

SDS: Dodecilsulfato de s6dio, do inglés Sodium Dodecyl Sulphate
SFB: Soro fetal bovino

TBS-T: do inglés Tris-Buffered Saline and Tween 20

URR: do inglés upper regulatory region

Mg: Micrograma

pl: Microlitro



RESUMO

O Papilomavirus humano (HPV) é um dos virus mais prevalentes entre as
infeccbes sexualmente transmissiveis e esta associado com doencas malignas.
Os HPVs de alto risco possuem proteinas, denominadas de E6 e E7,
caracterizadas como oncoproteinas devido aos seus papéis na transformacdo
celular e na inativagcdo de supressores de tumor. Um dos mecanismos usados na
transformacé&o celular pela proteina E6 do HPV de alto risco é a interagcdo do seu
dominio carboxi-terminal, PDZ, com dominios PDZs presentes em algumas
proteinas celulares, destinando-as a degradacdo. Uma proteina que esta
associada com varias condi¢cbées patolégicas e tem dominio PDZ é a protease
HtrA1. Esta proteina é pouco expressa em alguns canceres, sugerindo um papel
supressor de tumor. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da superexpressao
de HTRA1 em linhagem celular HPV'16 positiva (HF698) e HPV negativa (C33). As
linhagens celulares foram transfectadas com vetor contendo a ORF de HTRA1 ou
vetor vazio. A superexpressdo do mRNA e proteina foi confirmada por gPCR e
imuno-histoquimica, respectivamente. As linhagens celulares transfectadas foram
submetidas a ensaio de formacao de colbnia, de viabilidade celular, de apoptose e
ciclo celular. As células C33 superexpressando HirA1 formaram significantemente
menos colbnias e apresentaram reducdo de viabilidade celular comparadas as
células sem expressdo de HirA1. Diferentemente, na linhagem HPV positiva
ocorreu aumento no numero de colbnias nas células superexpressando HirA1 e
ndo houve diferenga no ensaio de viabilidade celular. Esses resultados sugerem
que os diferentes padrées observados nas duas linhagens celulares s&o
decorrentes da presenca do HPV na HF698 e da auséncia na C33. A fim de
confirmar se o aumento do numero de colbnias nas células HF698
superexpressando HtrA1 € decorrente da interacdo dessa proteina com EG6, foi
produzida linhagem estavel de C33 com o gene E6 e realizado formagdo de

colénia. As células C33 superexpressando E6 e HtrA1 apresentaram um maior



numero de colbnias comparado com C33 sem E6 superexpressando HtrA1.
Através de ensaio de apoptose verificamos que nessas linhagens celulares HirA1
néo interfere na taxa de apoptose. Entretanto, por ensaio de ciclo celular verificou-
se que na linhagem HPV positiva ha uma porcentagem maior de células em G2/M
na presenca da ORF de HTRAT1, indicando crescimento celular. Na linhagem C33
nao houve diferenca no numero de células nas etapas do ciclo celular. Além disso,
avaliamos se o silenciamento de E6 altera a expressao de HtrA1. Confirmamos
por gqPCR que E6 n&o exerce controle transcricional sobre HTRA1, da mesma
forma, a superexpressdo de HTRA1 néao altera a expressdo de E6 e E7. Esses
resultados sugerem que a proteina E6 do HPV de alto risco interage com a

proteina HtrA1, induzindo crescimento celular.

Palavras-chave: HTRA1. HPV de alto risco. EB6.



ABSTRACT

The Human Papillomavirus (HPV) is one of the most prevalent virus among
sexually transmitted infections and it is associated with some malignancies. High
risk HPVs contain proteins, E6 and E7, characterized by oncoproteins due to their
roles in cellular transformation and suppressor tumor inactivation. One of the
mechanisms used in cell transformation by E6 protein from high-risk HPVs is the
interaction of its carboxy-terminal domain, known as PDZ, with PDZs domains
present in some cellular proteins, triggering them to degradation. A protein that is
associated with various pathological conditions and has PDZ domain is the
protease HtrA1. This protein is poorly expressed in some cancers, suggesting its
tumor suppressor role. The aim of this study was to evaluate the effect of the HirA1
overexpression in HPV 16 positive (HF698) and HPV negative (C33) cell lines. The
cell lines were transfected with vector containing the HTRA1 ORF or empty vector.
The mRNA and protein overexpression were confirmed by qPCR and
immunohistochemical, respectively. The cell lines transfected were subjected to
cell proliferation, viability, apoptosis and cell cycle assays. C33 cells expressing
HtrA1 presented significantly fewer colonies and showed reduced viability than
cells without HtrA1 expression. On the other hand, in HPV-positive cell line there
was an increase in the number of colonies in cells expressing HirA1 and there was
no difference in the cell viability assay. These results suggest that the different
patterns observed between the two cell lines studied may be due to the HPV
presence in HF698 and its absence in C33 cells. To confirm if the increase in the
number of colonies in HPV positive cells (HF698) overexpressing HirA1 arises
from the interaction of this protein with E6, stable lines of C33 containing gene E6
were produced and subsequently performed cell proliferation assay. C33 cells
overexpressing E6 and HTRA1 showed an increased number of colonies
compared with C33 without E6 overexpressing HtrA1. Apoptosis assay showed

that HtrA1 not interfere with the apoptosis rate in these cell lines. However, through



the cell cycle assay was observed higher percentage of G2 / M cells in HPV
positive cell line overexpressing HtrA1, indicating cell growth. In HPV negative cell
line there was no difference in the number of cells in each stage of the cell cycle
between cells transfected with empty vector or HTRA1. Furthermore, we evaluated
whether E6 silencing alters the HTRA1 expression. gPCR showed that E6 not
exerts transcriptional control over HTRA1, the same way, the HIrA1
overexpression does not alter the E6 and E7 expression. These results suggest
that the HPV EG6 protein of high-risk HPV interacts with protein HtrA1, inducing cell
growth.

Keywords: HTRA1. High risk HPV. EG6.
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1. INTRODUCAO

A infec¢do por Papilomavirus humano (HPV) € muito comum e, em alguns casos, estd
associada a doengas malignas. Em muitas populagdes, mais de 50% das mulheres (até 80%)
(EINSTEN et al., 2009) e homens sexualmente ativos sdo infectados por HPV em algum
momento da vida (GIULIANO et al., 2008). Os HPVs sdo classificados como cutineos ou
mucosos de acordo com o sitio de infec¢cdo (BERNARD et al., 2010). Os tipos mucosos possuem
diferencas genotipicas que permitem classifica-los como de baixo, intermedidrio ou alto risco
oncogénico (TANG, 2002). HPVs que infectam mucosas ou epitélio escamoso podem causar
hiperploriferagdes benignas, entretanto, infeccdes por HPVs de alto risco, com tropismo por
tecido mucoso (HPV 16 e 18), podem ocasionar lesdes intra-epiteliais de alto grau e canceres,
especificamente de colo de udtero, peniano, anal e orofaringe. Em contraste, infec¢des por HPV de
baixo risco, como HPV 6 e 11, raramente desencadeiam carcinogénese, sendo responsaveis por
lesdes benignas (HAWLEY-NELSON et al., 1989).

O carcinoma de colo de ttero, um dos principais canceres associados com a infec¢do por
HPVs de alto risco, ¢ um dos tipos de lesdes malignas que mais causa a morte de mulheres em
todo mundo, com aproximadamente 500.000 novos casos e 250.000 mortes a cada ano
(COGLIANO et al., 2005; ARBYN et al., 2011). No Brasil, foram estimados 17.540 novos casos
de cancer de colo de utero somente no ano de 2012 (INCA, 2013). A maioria das infec¢es por
HPV sao eliminadas espontaneamente, entretanto, as lesdes cervicais podem se desenvolver em
mulheres com infec¢do persistente por HPVs de alto risco (VILLA, 2003). Entre os HPVs de alto
risco, o HPV 16 € o mais frequente em cancer cervical, sendo detectado em mais da metade dos
casos (ZUR HAUSEN, 2009).

Os Papilomavirus pertencem a familia Papillomaviridae e aos gé€neros
Alphapapillomavirus, HPVs que infectam preferencialmente mucosa oral ou anogenital em
humanos e primatas; Betapapillomavirus;, Gammapapillomavirus;, Nupapillomavirus e
Mupapillomavirus, HPVs que infectam preferencialmente pele de humanos (FAUQUET et al.,
2005).

O HPV € um virus icosaédrico ndo envelopado, com genoma de DNA fita dupla circular
de aproximadamente 8 Kb, que se replica no nucleo e causa lesdes hiperproliferativas no epitélio

estratificado (BERNARD et al., 2010) (Figura la). Existem mais de 150 HPVs geneticamente
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distintos, sendo numerados de acordo com a ordem de descoberta (DE VILLERS et al., 2004,
BERNARD et al., 2010). O genoma do HPV contém oito sequéncias abertas de leitura, do inglés
open reading frames (ORFs), as quais codificam seis proteinas precoces (E1, E2, E4, ES, E6 e
E7), associadas com a regulacdo dos genes virais e transformacao celular, e duas tardias (L1 e
L2), que originam o capsideo viral (PALEFSKY, HOLLY, 1995; KUMARASWAMY,
VUDHYA, 2011). Existe ainda uma regido regulatdria, ndo codificadora, de 400 a 1.000 pares de
bases que € conhecida pelas denominacdes long control region (LCR) ou upper regulatory region

(URR), situada entre os genes L1 e E6 (TYRING, 2000) (Figura 1b).

Regulagiio da expressio Transformacdo e
génica e replicagdo viral interrupcdo do controle

| do ciclo celular
LCR E6E7,
p97

Replicagao do DNA
epissomal

L1
Proteina maior
do capsideo

6000 HPV-16 E1

Proleina menor
do capsideo Amplificagdo do

L2 genoma viral

E2

E5 Replicagdo do DNA
regulacdo da

Proteina de transcrigdoviral

p97: Promotor
E1-E7: Regido de genes precoces

L1le L2: Regido de genes tardios sinalizagso

LCR: tong Control Region
de membrana

Figura 1. Reconstru¢do por criomicroscopia eletronica do capsideo icosaédrico do Papilomavirus
humano (A) e do genoma de HPV 16 (B). Adaptado de Buck, Day e Trus (2013) (A) e de
Rautava e Syrjinen (2011) (B).

O ciclo replicativo do Papilomavirus humano estd fortemente ligado a diferenciacdo
celular dos queratindcitos do hospedeiro. A entrada do HPV no corpo humano requer um
ferimento epitelial que permita que o virus entre nas camadas basais do epitélio (SYRJANEN,
SYRJANEN, 2000). Pyeon e colaboradores (2009) demonstraram que eventos no inicio da
profase do ciclo celular, como desintegracio do envoltério nuclear, sdo criticos para
estabelecimento da infeccdo por HPV, por isso o Papilomavirus humano infecta somente células
do epitélio basal (células ndo diferenciadas em processo de divisdo).

Ap6s a infecgdo, o virus se estabelece como um epissomo no nicleo, com baixo nimero

de copias. Neste estagio, a replicacdo viral € considerada ndo produtiva; proteinas E1, E2, E6 e
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E7 sdo expressas em niveis baixos e os virions ndo sdao formados (RAUTAVA, SYRJANEN,
2011). A medida que as células infectadas se diferenciam e atingem camadas superiores do
epitélio, o virus inicia a fase produtiva de seu ciclo de vida, caracterizada pela replicagdo do
epissomo viral em mais de 1000 cépias por célula (LEHOUX et al., 2012). Os niveis de proteinas
virais necessdrias a replicacdo aumentam (E1, E2, E4, ES) e proteinas do capsideo (L1 e L2) sdo
produzidas em células epiteliais maduras. Nas células terminais diferenciadas, o DNA viral é
empacotado em capsideos e liberado na superficie do epitélio. As infec¢des persistentes por HPV

aumentam a possibilidade de transformacdo, levando primeiro a imortalizacdo celular e mais

tarde 2 malignidade (RAUTAVA, SYRJANEN, 2011) (Figura 2).

Malignidade induzida por

i 3 3 i _ 20anos HPV: ativacio de
Liberagdo das Infeccao pfmstente f . .g i
particulas virais perda do “clearance oncogenes e integragdo
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Carcinoma Invasivo —

Figura 2. Modelo esquematico do ciclo replicativo viral no epitélio estratificado e progressdao da
infec¢do para malignidade. A infeccdo por HPV ocorre apds acesso da particula viral a camada
de células basais do epitélio através de microtraumas. Inicialmente, o genoma do HPV é mantido
nas células do epitélio basal como epissomo em poucas cOpias, podendo estabelecer infeccoes
latentes de longo prazo. Entretanto, o Papilomavirus humano pode evadir o sistema de
reconhecimento e eliminagdo do sistema imune inato e levar a infec¢do persistente. A
persisténcia da infeccdo pode desencadear displasia, uma lesdo pré-cancerosa reversivel, a qual
pode progredir para o carcinoma invasivo. Adaptado de Nagasaka e colaboradores, 2013.

A integracdo do genoma do HPV no cromossomo da célula hospedeira representa um

evento frequente durante a progressdo maligna. Aparentemente nio existem hotspots para
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integracdo do genoma viral no cromossomo do hospedeiro (ZIEGERT et al., 2003). Entretanto,
em 40% dos canceres de colo de ttero a integracdo do genoma viral ocorre em regides
transcricionalmente ativas, resultando na perda da expressdo génica. Estudos sugerem que
alteracdes estruturais no cromossomo hospedeiro, decorrentes da integracdo do genoma viral,
podem contribuir para transformagdo e carcinogénese (KRAUS et al., 2008; SCHMTZ et al.,
2012). Schmtz e colaboradoes (2012) observaram perda da funcdo génica do supressor de tumor
CASZ1 em amostras de cancer de colo de utero com genoma de HPV integrado.

A integracdo frequentemente leva a dele¢Oes nas sequéncias virais. As proteinas E6 e E7
sdo proteinas virais consistentemente expressas em carcinomas cervicais (BAKER et al., 1987).
A expressdo dos genes E6/E7 € desregulada apés integracdo do genoma viral, devido a frequente
perda do repressor transcricional, E2. Além disso, a integracio do DNA viral no genoma da
célula hospedeira leva ao aumento da estabilidade do RNAm codificado pelos oncogenes E6/E7,
contribuindo para o aumento da expressdo dessas proteinas (JEON, LAMBERT, 1995).

Um dos mecanismos bem documentados pelo qual os HPVs de alto risco causam cancer
de colo de ttero € a inativagdo do supressor de tumor retinoblastoma (Rb), mediada pela proteina
E7, que desencadeia progressao do ciclo celular (JONES et al., 1997). Entretanto, este ndo € o
unico mecanismo de transformacao celular pelos HPVs de alto risco. A proteina viral E6 estimula
a degradacdo de p53, um supressor de tumor. E6 complexada com a proteina de associacdo a E6
(E6-AP) funciona como ubiquitina ligase e desencadeia a ubiquitinacdo de pS3 para degradacio
(SCHEFFNER et al., 1993).

Hsu e colaboradores (2011) mostraram que, além da degradagao de p53, a proteina viral
E6 interfere na fun¢do de enzimas chaves de regulacdo epigenética. A atividade metiltransferases
de histonas em promotores responsivos a pS3 € importante para interacdo desse supressor de
tumor com a cromatina e ativagao da transcri¢do de genes. Entretanto, em células infectadas por
HPV, a proteina E6 interage com essas enzimas e inibe sua funcdo, desencadeando a repressao de
genes controlados por p53, como genes apoptéticos. Em adi¢do aos efeitos de proliferacdo
celular, E6 e E7 interferem em componentes especificos da resposta imune inata, inibindo, por
exemplo, NF-xB e facilitando a persisténcia da infeccdo e imortalizacdo celular
(VANDERMARK et al., 2012).

A proteina E6 também participa da regulacdo transcricional de alguns genes,

positivamente ou negativamente, por mecanismos dependentes ou independentes de pS53.
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Cullman e colaboradores (2009) observaram repressdao em nivel transcricional do supressor de
tumor BTG2 em células positivas para HPV 16 ou 18. Apds silenciamento com siRNA especifico
para E6 ocorreu reinducdo da expressao de BTG2, indicando que a proteina E6 sozinha é capaz
de reduzir o nivel desse transcrito. Da mesma forma, Parroche e colaboradores (2011)
observaram inibicdo transcricional de p21"** ! proteina reguladora da transicdo G1/S no ciclo
celular, por E6. Diferentemente, Veldman e colaboradores (2001) mostraram que a proteina E6
induz aumento da expressao do gene hTERT. O gene hTERT codifica a subunidade catalitica da
telomerase e permite a ativagao da enzima, um importante evento no processo de imortalizacao e
transformacao celular.

A regido carboxi-terminal da proteina E6 de todos HPVs de alto risco possui um dominio,
conhecido como PBM, capaz de reconhecer e se ligar a proteinas humanas com dominios PDZ
(LEE et al., 1997). As regides PDZs sdao dominios estruturais compostos de 90 residuos de
aminodcidos que se ligam a pequenas regides na extremidade C-terminal de outras proteinas. A
interacdo de E6 de alto risco com dominio PDZ pode resultar na degradagdo das proteinas que o
carregam (NICOLAIDES et al., 2011). Nicolaides e colaboradores (2011) mostraram que a
interacdo entre E6 e dominios PDZ aumenta a estabilidade da proteina viral, mantendo um alto
nivel dessa proteina na célula. As proteinas contendo dominio PDZ s@o transdutores de sinal ou
estdo envolvidas na progressdo do ciclo celular e regulacido da polaridade da célula. Portanto, a
interferéncia nessas funcdes pela proteina E6 pode criar um ambiente celular favordvel para
manutencao do genoma viral (NICOLAIDES et al., 2011).

Uma proteina que estd associada a diferentes condi¢des patolégicas e possui dominio
PDZ ¢é a proteina HtrAl, codificada pelo gene HTRAI (High temperature requirement 1),
localizado no cromossomo 10 (10q26). A familia de enzimas HtrA s3o serino-proteases
responsaveis por reconhecer proteinas com conformacao incorreta e destind-las ao redobramento
ou degradacdo (TURUNEN et al., 2011; PAGE, DI CERA, 2008). Essa familia foi primeiramente
identificada em procariotos como chaperonas/proteases essenciais para sobrevivéncia em
elevadas temperaturas, por isso nomeadas High temperature requirement 1 (CLAUSEN et al.,
2002). A estrutura dessas proteinas compreende um dominio de serino-protease € um ou mais
dominios PDZ (dominio de interagdo proteina-proteina) na regiao C-terminal (MALET et al.,
2012). As HtrAs estdo envolvidas em uma variedade de funcgdes bioldgicas e de patogenicidade

como controle de qualidade de proteinas no fotossistema II de plantas e cianobactérias
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(HUESGEN et al., 2009), resposta a proteinas desdobradas, crescimento celular, apoptose, artrite,
cancer e metabolismo de proteinas precursoras de amildide (ZURAWA-JANICKA et al., 2010;
SUZUKI et al., 2004; POLUR et al., 2010; MELTZER et al., 2009).

HtrAl foi a primeira serino-protease humana descrita desta familia (ZUMBRUNN,
TRUEB, 1996; HU et al, 1998). Essa protease € expressa como um precursor de peso molecular
de 51 kDa, com uma sequéncia sinal inicial de 22 aminoacidos, provavelmente responsdvel por
direcionar HtrA1l a secrecdo (CLAWSON et al., 2008). A estrututa de HtrAl consiste em um
dominio N-terminal regulatério, um dominio de serino-protease € um dominio PDZ C-terminal
(TRUEBESTEIN et al., 2011), que pode mediar a ligacdo a proteinas alvo (KARRING et al.,
2012). O papel especifico do dominio PDZ de HtrAl ndo € claro, entretanto, sabe-se que ele
reconhece sequéncias C-terminais e internas de carater hidrofébico (KARRING et al., 2012).

O gene HTRA1 foi selecionado para estudo funcional a partir de um microarray realizado
pelo grupo da Dra. Luisa Lina Villa em linhagem derivada de prepticio de recém nascido, a
HF698 (TERMINTI et al., 2008), onde foi encontrado um grupo de genes (HTRAI, ANKDRII,
EIF4EBP2 e ITPKC) com expressao diferencial. Neste microarray, 0s
genes HTRAI e ANKRD1 1 apresentaram baixa expressao e 0s
genes EIF4EBP2 e ITPKC estavam com alta expressdo em queratinocitos infectados por HPV16.
Posteriormente, foi realizado em nosso laboratério andlise do padrdo de expressdo destes genes
por meio de qPCR, sendo extraido RNA de amostras normais de tecido peniano, carcinoma de
células escamosas de pénis e da linhagem HF698. Os genes HTRAI e ANKDRI I apresentaram
baixa expressdo em 100% das amostras de carcinomas de células escamosas de pénis, sendo que
o gene HTRA1 apresentou menor expressdao que o gene ANKDRI. O gene EIF4EBP?2 apresentou
baixa expressdo em 90% das amostras analisadas e o gene ITPKC apresentou superexpressao em
50% das amostras. Somente os genes HTRAI e ANKDRI I apresentaram similaridade no padrao
de expressdao entre as amostras de carcinomas de células escamosas e a linhagem de
queratindcitos derivada de prepucio. Portanto, o gene HTRAI foi selecionado para este estudo

funcional por apresentar o menor indice de expressao nas amostras analisadas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi identificar a possivel regulacdo da expressao do gene
HTRAI pelo oncogene E6 de HPV 16 e analisar o efeito da superexpressao de HtrAl em cultura
celular de queratindcitos imortalizados por HPV de alto risco (HF698) e em cultura celular de
carcinoma cervical HPV negativo (C33). Para isso, foram utilizadas metodologias moleculares,
procurando atender os seguintes objetivos especificos:

1. Transfectar as linhagens HF698 e C33 com vetor de expressdo contendo a ORF de
HTRAI (pCMV6/HTRAI).

2. Analisar a expressdo de mRNA e proteica de HtrAl nas linhagens transfectadas com
pCMV6/HTRAI.

3. Analisar a expressdo dos oncogenes E6 e E7 de HPV16 na linhagem HF698
transfectada com pCMV6/HTRAI e comparar com a expressdo destes mesmos oncogenes na
linhagem nao transfectada com vetor de expressdo para HTRAI.

4. Realizar ensaio de viabilidade celular em linhagens HF698 e C33 transfectadas com
vetor pPCMV6/HTRAI e com o vetor vazio.

5. Realizar ensaio de apoptose nas linhagens HF698 e C33 transfectadas com vetor
contendo a ORF do gene HTRAI e com o vetor vazio.

6. Realizar andlise de ciclo celular em linhagens HF698 e C33 transfectadas com vetor
contendo a ORF do gene HTRAI e com o vetor vazio.

7. Selecionar linhagem estdavel de carcinoma cervical (C33) contendo o gene E6 de HPV
de alto risco e, posteriormente, realizar transfeccao transiente com pCMV6/HTRAI.

8. Realizar ensaio de proliferacdo celular em linhagens HF698, C33 e C33 contendo E6
transfectadas com vetor contendo a ORF do gene HTRA I e com o vetor vazio.

9. Avaliar a expressao do gene HTRAI na linhagem celular imortalizada por HPV 16

(HF698) apos o silenciamento transcricional do oncogene E6 por meio de dsiRNA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Clonagem e Sequenciamento

Os vetores de expressio pCMV6/Entry (vetor vazio) e pCMV6/HTRAI (OriGene
Technologies, cat. PS100001 e RC222362), contendo gene de resisténcia a Canamicina, foram
utilizados na transformac¢do de bactérias E.coli (DHS5a) competentes para posterior isolamento de
grandes quantidades de plasmideo e sequenciamento. 100 ng de cada vetor foi adicionado a
aliquotas de 150 uL de bactérias E.coli (DH5a) competentes em gelo, onde permaneceram por 30
minutos. Apds choque térmico de 30 segundos a 42 °C, o material foi novamente colocado no
gelo, durante 5 minutos. Foram adicionados 250 pL. de meio SOC liquido (Sigma) e as bactérias
foram incubadas por uma hora a 37 °C com agitacdo de 200 rpm. Em seguida, foram transferidas
para placas contendo 25 mL de meio sélido LB com Canamicina (25 pg/mL), permanecendo a 37
°C por 16 horas. Apds o crescimento das bactérias em meio sélido, as coldnias foram
selecionadas.

ApOs a selecdo das coldnias, os clones foram transferidos para tubos de 15 mL, contendo
4 mL de meio LB liquido e 25 pg/mL de Canamicina, permanecendo a 37 °C com rotagao de 200
rpm, durante 16 horas. Apds crescimento em meio liquido, 500 ul da solucdo com bactérias
transformadas foram transferidos a 500 mL de meio LB liquido estéril com 25 ug/mL de
Canamicina para crescerem em grandes quantidades, permanecendo nas mesmas condi¢des

descritas anteriormente.

3.2. Isolamento do DNA plasmidial

Os plasmideos foram extraidos por meio do Kit Endo Free Plasmid MaxiPrep (Qiagen),
conforme a descricdo do fabricante. O sequenciamento foi realizado segundo a técnica de
didesoxinucleotideos (Sanger), utilizando o Kit Big Dye terminator (Applied Biosystems), os
oligonucleotideos especificos para reagao, VP1.5 Forward (5’ GACTTTCCAAAATGTCG 3’) e
XL39 Reverse (5’ATTAGGACAAGGCTGGTGGG 3’) e o sequenciador automadtico
ABI3130XL (Applied Biosystems).

Os programas computacionais BLAST do National Cancer Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e Bioedit, foram utilizados para
verificacdo da qualidade das sequéncias e homologia dos fragmentos obtidos com a ORF do

HTRA] contida no NCBI.
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3.3. Cultura de linhagens celulares aderentes

Queratindcitos humanos imortalizados por HPV16 (HF698) (SCHLEGEL et al., 1988),
gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Luisa Lina Villa, foram cultivados em meio de cultura
contendo 3 partes de meio para queratinécitos (K-SFM), com fator de crescimento epidermal e
extrato pituitdrio bovino, e 1 parte d¢ DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 100
pg/ul de estreptomicina e penicilina. A linhagem celular derivada de céancer cervical humano
(C33) (ATCC: HTB-31), negativa para HPV, foi cultivada em meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 100 ug/ul de estreptomicina e penicilina
(meio completo). As células foram mantidas em uma atmosfera a 37°C em 5% de CO,.

Para produgdo da linhagem estdvel de carcinoma cervical (C33) contendo gene E6 de
HPV 16 foram utilizadas, previamente, as linhagens Bosc 23 e Am-12, para producdo de
particulas retrovirais contendo os vetores de interesse. As linhagens celulares ecotrépica Bosc 23
(ATCC CRL-11270) e anfotrépica Am-12 foram cultivadas em meio DMEM com 10% de SFB.
As células foram mantidas em estufa timida, a 37 °C, e com 5% de CO,. Todas essas células
foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Louise Chow da Universidade de Alabama,

Birmingham, U.S.A.

3.4. Transfeccao

A transfec¢do das células foi realizada usando FuGENE HD Transfection Reagent
(Promega) com razdo de lpg : 3ul (DNA plasmidial : FuGENE). Para que a confluéncia fosse
de 80% no momento da transfeccao, 2x10° (HF698) ou 4x10° (C33) células por reacdo foram
plaqueadas em placa de 6 pocos, em meio sem antibidtico suplementado com 10% de soro fetal
bovino. Apds 24 horas, 3 ug de DNA plasmidial e 9 uL. de FuGENE HD foram misturados a 150
puL de meio OPTI-MEM (Life Technologies) e incubados por 15 minutos a temperatura
ambiente. O meio foi aspirado das células e 2 mL de meio novo sem antibiético contendo 10% de
soro bovino foi reposto. Toda a reagdo de transfec¢do foi adicionada ao novo meio. As células
foram incubadas por 48 horas para extracdo de RNA, a uma temperatura de 37 °C e uma
atmosfera com 5% de CO,. A eficiéncia de transfecc@o foi checada através de uma transfeccao
paralela com vetor contendo GFP (pcDNA3.1/GFP), por meio de contagem das células emitindo

fluorescéncia verde, no microscopio de fluorescéncia (ZEISS Axio Vert.Al).
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Para a andlise de superexpressdo de HtrAl apds 48 horas de transfeccdo com o vetor
pCMV6/HTRAI, as células aderentes foram submetidas a reagdo de Imunocitoquimica.

Para o teste de viabilidade celular (MTT), apoptose e ciclo celular as células foram
analisadas ap6s 24, 48 e 72 horas de transfeccao.

Nos ensaios de formagdo de colonia, a selecdo de células transfectadas se iniciou 48 apds
a transfeccdo, em um meio completo contendo antibidtico G418 (Life Technologies) na

concentragdo de 150 pug/mL na linhagem HF698 e 800 pg/mL na linhagem C33.

3.5. Extracao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total das células, transfectadas ou ndo com vetor de superexpressdo do HTRAI,
foi extraido pelo método Trizol (Life Technologies), segundo as instru¢des do fabricante.

O RNA extraido foi reversamente transcrito utilizando primers randdomicos e o kit High-
Capacity cDNA Archieve (Applied Biosystems). Foi utilizado 5 pg de RNA total, ao qual foi
adicionado 1,25 pL de oligo dT (0,5 pg/uL), 2,5 pL. de dNTPs mix (25X), 5 puL iniciadores
randomicos (10X), 5,0 uL de Tampao de Transcriptase Reversa (10X), 2,0 uL de RNAse OUT
(40 U/uL), 5,0 uL da enzima Multiscribe Reverse Transcriptase (50 U/uL) e 4gua, completando
volume final de 50 puL. A reacdo consistiu de uma etapa inicial de 25 °C durante 10 minutos e foi

finalizada com uma incubagdo a 37 °C por 120 minutos.

3.6. qPCR

Primeiramente, as andlises por PCR quantitativo foram realizadas para verificar a
expressdo de HTRAI em 10 amostras de tumor de pénis HPV positivas e nas linhagens HF698 e
C33, comparado com amostras de tecido normal de pénis. As amostras de tumor de pénis e tecido
de pénis normal foram obtidas no Hospital de Base de Sao José do Rio Preto e seu uso aprovado
pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (Processo: 3444/2007).

Confirmada a baixa expressdo de HTRAI nas células HF698 e C33, foram realizadas
andlises por PCR quantitativo para verificar a expressdo desse gene nessas linhagens, e dos
oncogenes virais E6 e E7, na linhagem HF698, apds transfec¢cdo com o vetor de superexpressao
do HTRA1 e vetor vazio (pCMV6/Entry), utilizando primers especificos para esses genes.

A amplificacdo do cDNA e a andlise da expressdo gé€nica ocorreu em equipamento ABI

Prism® 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems) pelo sistema SYBR® Green
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(Applied Biosystems). Para analise da expressdao dos genes alvo HTRAI, E6 e E7, foi utilizado 1
ul de primers foward e reverse (10 uM) (Tabela 1), 10 ul SYBR® Green e 7 pul de dgua. O valor
da expressdo relativa dos genes alvo foi determinado pelo método de quantificagdo relativa em
relacdo ao gene endogeno (normalizador), gliceraldeido-3-fosfato dehydrogenase (GAPDH). Para
este gene, foi utilizada a seguinte reacao: 0,8 ul de primers foward e reverse (10 uM) (Tabela 1),
10 ul SYBR® Green e 7,4 ul de agua.

A ciclagem compreendeu uma etapa inicial de 2 minutos a 50 °C para a ativacdo da
enzima UNG, seguido de 10 minutos a 95 °C para inativagdo da UNG, evitando que a enzima
degrade os produtos da amplificacdo, iniciada em seguida, e também para a ativagdo da enzima
AmpliTaq Gold®. Posteriormente, seguiu 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C
para extensdo. O anelamento dos iniciadores ocorreu durante a rampa de descida de 95 °C a
60°C.A coleta do sinal ocorreu nos 30 segundos finais da etapa de extensdo. Ao final, foi
acrescentado um passo de dissociagdo que compreende duas etapas de 15 segundos a 95 °C,
intercaladas por uma etapa de 30 segundos a 60 °C. A curva de dissociagdo tem como objetivo a
verificacdo de ocorréncia de dimeros de iniciadores, produtos inespecificos e de contaminacdes.

Para o cdlculo da expressao diferencial foi utilizado o modelo matematico proposto por
Pfaffl (2001). Considera-se que houve uma redu¢do ou aumento da expressdo génica, dos genes
selecionados, quando o valor da expressao génica (R) em log2 for menor que -2 ou maior que 2,

respectivamente.

Tabela 1. Sequéncia dos primers dos genes E6, E7, HTRAI e GAPDH utilizados nas analises de
PCR quantitativo.

Gene Sequéncia do Primer 5°- 3’

E6 F - GACCCAGAAAGTTACCACAG
R - CATAAATCCCGAAAAGCAAAG

E7 F - ACAAGCAGAACCGGACAGAG

R - TGCCCATTAACAGGTCTTCC

HTRAI F - CGCACTCATCAAAATTGACC
R - CTGTGTTTTGAAGGGAAAACG

GAPDH F - ACCCACTCCTCCACCTTTGA

R - CTGTTGGTGTAGCCAAATTCGT
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3.7. Imunocitoquimica

Para a andlise da superexpressdo da proteina HtrAl, as linhagens celulares estudadas
foram plaqueadas em placa de 6 pogos e apds 24 horas transfectadas com vetor vazio ou vetor
pCMV6-HTRAI. Ap6s 48 horas, as células transfectadas foram lavadas com tampao fosfato
salina (PBS), fixadas com paraformaldeido 4% por 30 minutos, lavadas novamente e submetidas
a inativacao de peroxidases endégenas com perdxido de hidrogénio a 3% em metanol, durante 30
minutos. Apds lavagem em PBS, as células foram incubadas em soroalbumina bovina a 1%
(BSA), para bloqueio de proteinas inespecificas. O anticorpo primdrio policlonal rabbit anti-
HTRAI (abcam, ab38611) foi aplicado a uma dilui¢do de 1:50 em BSA 1% e incubado overnight,
a 4°C em cAmara umida. A linhagens celulares foram lavadas em PBS e incubados com o
anticorpo secunddrio biotinilado (Goat anti-rabbit IgG: Santa-Cruz Biotechnology, sc-2018) por
45 minutos na dilui¢ao de 1:200, lavadas novamente e incubadas com reagente AB do kit Rabbit
ABC Staining System (Santa-Cruz Biotechnology, sc-2018), para amplificacdo de sinal, por 45
minutos em cadmara Umida. A revelacdo foi realizada com a solu¢do 3,3’-diaminobenzidina
(DAB) (DAKO). As amostras foram contracoradas com Hematoxilina de Harris. O controle
negativo da reacdo foi obtido omitindo-se o anticorpo primdrio e com incubagdo apenas com
soroalbumina bovina a 1%.

A superexpressao de HtrA1, obtida nas reagdes de imunocitoquimica, foi quantificada nas
linhagens celulares por densitometria, no analisador de imagens, utilizando o software
AXIOVISION. Posteriormente, os dados foram calculados e demonstrados como média + S.E.M.

da densidade 6ptica média (DOM).

3.8. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

O teste do MTT € um teste amplamente utilizado para determinacdo da viabilidade de
células isoladas. Esta técnica avalia a atividade metabdlica celular, quantificando a reducao
metabdlica do MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)) por
desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH, que resulta na producdo de cristais de
formazano, intensamente coloridos no interior das células. Estes podem ser observados ao
microscopio ou extraidos e dissolvidos com solventes organicos, como por exemplo o DMSO,

permitindo a sua quantificacao através de espectrofotometria.
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O ensaio de viabilidade celular com MTT (Sigma) foi realizado nas linhagens celulares
HF698 e C33 nao transfectadas, transfectadas com vetor vazio e transfectadas com vetor
pCMV6/HTRAI em placa de 96 pocos. Cada pogo recebeu no momento da transfec¢ao 100 ul de
meio novo e 2 ul da solucdo de transfec¢ao. A solucdo de transfeccao foi preparada utilizando 2
pg de DNA plasmidial, 6 ul de Fugene HD e quantidade suficiente de Optimem para completar o
volume de 100 ul. O teste foi realizado apds 24, 48 e 72 horas de transfec¢do, em quintuplicata e
em dois eventos independentes.

Os valores obtidos foram normalizados com o controle e expressos em valor de
porcentagem de viabilidade, utilizando a férmula a seguir:

% de viabilidade = (Absorbancia da amostra/Absorbancia do controle) X 100

3.9. Ensaio de apoptose por Citometria de Fluxo

As células apoptéticas e necréticas foram determinadas pelo kit FITC Annexin V
Apoptosis Detection II (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA).

Ap6s 24, 48 e 72 horas de transfec¢do com os vetores pCMV6/Entry e pPCMV6/HTRA,
as células HF698 e C33 aderidas e em suspensdo no meio de cultura foram lavadas duas vezes
com PBS 1X e ressuspendidas em tampao de ligacdo 1X a uma concentracdo de 1x10° células/ml.
100 pl de cada amostra foram transferidos para um tubo de 1,5 ml, juntamente com 5 pl de FITC
Annexin V e 5 ul de PI. Apés homogeneizada, a solucao foi incubada a temperatura ambiente por
15 minutos, no escuro. Para leitura foram adicionados 400 ul de tampao de ligagdo 1X e,
posteriormente, adquiridos 10.000 eventos de cada amostra em Citometro de Fluxo Guava

Easycheck-Millipore.

3.10. Analise do ciclo celular por Citometria de Fluxo

Primeiramente, as células foram sincronizadas em GO através da privagdo de soro fetal
bovino, na C33, e de suplementos para queratindcitos e soro fetal bovino na HF698, por 36 horas
antes da transfec¢do com os vetores pCMV6/Entry e pPCMV6/HTRAI.

Apbs 24, 48 e 72 horas de transfecgdo, 2 x10° c€lulas, foram lavadas com PBS 1X e
fixadas com etanol 70% gelado a 4 °C. A fixacdo com etanol permite que as células sejam
permedveis ao iodeto de propideo. Apds 12 horas, foram centrifugadas a 450 g por 5 minutos, o

etanol foi removido e as células incubadas por 30 minutos, no escuro, com 200 pL de reagente
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Guava Cell Cycle Reagent (EMD Millipore Corporation, Hayward, CA, EUA), constituido de
1odeto de propideo, um intercalante de DNA. Para analise, foram adquiridos 10.000 eventos de

cada amostra no Citometro de Fluxo Guava Easycheck-Millipore.

3.11. Selecao de linhagem estavel de C33 contendo gene E6 de HPV

A linhagem celular ecotropica Bosc 23 (ATCC CRL-11270) foi utilizada para
eletroporacdo dos vetores retrovirais pLXSN-E6 de HPV-16 e pLXSN (vetor vazio). O
sobrenadante desta linhagem, contendo vetores retrovirais, foi utilizado na infeccao da linhagem
celular anfotrépica Am-12. Os retrovirus presentes no sobrenadante de Am-12 infectada foram
utilizados para infec¢do em linhagem de carcinoma cervical HPV negativa (C33). A selecdo de
linhagem estavel de C33 contendo gene E6 de HPV 16 (C33/pLXSN-E6) e C33 contendo o vetor
vazio (C33/pLXSN) foi realizada utilizando G418 (Life Technologies) a 600 pg/ml.

3.11.1. Eletroporacao da linhagem celular ecotrépica Bosc 23

Os vetores retrovirais recombinantes pLXSN-E6 de HPV-16 e pLXSN (vetor vazio)
foram transfectados na linhagem celular ecotrépica Bosc 23 por eletroporacio. Para cada vetor
retroviral foram utilizadas 5x10° células diluidas em 250 ul de CitoMix (HEPES, ATP,
Glutationa, KCI, 1M CaCl,, SM EGTA, IM MgCl,, 0,IM K/POs pH7.6). Na cubeta de
transfeccdo com espacamento de 4 mm entre os eletrodos (Bio-Rad), foram colocados 15 pg do
vetor recombinante, 2,5 pl de BES (dcido N,N-Bis-(2-hidroxietil)-2-aminoetansulfonico) 0,5 M
(pH=7,2) (Sigma) e 50 ug de DNA de esperma de salmdo (Life Technologiese) junto com as
células. Em seguida, o pulso elétrico foi dado a 960 uF, 170 volts em um aparelho Gene Pulser 11
(Bio-Rad). Apds o pulso elétrico, foi adicionado a mistura 200 pl de meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de SFB e antibidtico e as células foram entdo plaqueadas em 7 ml do
mesmo meio em placas de cultura de 10 cm de diametro. Apds 4 horas, o meio foi substituido por

10 ml de meio novo.

3.11.2. Infeccao da linhagem celular anfotrépica Am-12
Aproximadamente 48 horas apds a transfec¢do dos vetores retrovirais na linhagem celular
Bosc 23, o sobrenadante gerado dessas células foi aspirado por uma seringa de 5 ml de

capacidade. A seringa foi, entdo, acoplada a um filtro de 0,45 wm e o contetido do sobrenadante



30

foi gotejado sobre as células Am-12 cultivadas em placas de 10 cm de diametro até uma
confluéncia de aproximadamente 50% e com o meio previamente aspirado. Foi entdo agregado
ao meio polibreno (Sigma) para uma concentragdo final de 10 pg/ml. Apés 6 horas foram
adicionados mais 5 ml de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB e antibi6tico.
Aproximadamente 48 horas apds a infeccdo das células Am-12, iniciou-se a selecdo com

neomicina (Gibco BRL) em uma concentracao final de 500 pg/ml por 14 dias.

3.11.3. Infeccao das células de carcinoma cervical (C33)

O sobrenadante das células Am-12 selecionadas foi utilizado para infectar a linhagem
HPV negativa C33. Em resumo, o sobrenadante das células Am-12 foi aspirado por uma seringa
de 5 ml. A seringa foi entdo acoplada a um filtro de 0,45 um e o conteido foi gotejado sobre as
células de carcinoma cervical cultivadas em placas de 10 cm de didmetro até uma confluéncia de
aproximadamente 50% e com o meio previamente aspirado. Foi entdo agregado ao meio
polibreno (Sigma) para uma concentracao final de 10 pg/ml. Apds 45 minutos foram adicionados
mais 5 ml de meio de DMEM com o objetivo de minimizar os efeitos do soro sobre as células.
Quatro horas apds a infec¢do, o meio foi completamente substituido por DMEM e, apds mais 48
horas, iniciou-se a selecdo em meio contendo antibidtico G418 (Life Technologies) a 600 pg/ml
por 14 dias. A confirmacdo da expressdo transcricional de E6 na linhagem C33/pLXSN-E6 foi

obtida por gPCR (item 3.6) e da expressdo proteica por Western Blotting.

3.11.3.1. Western Blot

A confirmacdo da express@do da oncoproteina E6 na linhagem C33/pLXSN-E6 foi
realizada indiretamente através da expressao de p53 (53KDa), jid que ndo existe anticorpo
comercial para esta oncoproteina viral. O mecanismo de ubiquitinacao de p53 pela proteina E6 de
HPV de alto risco, seguido da degradacdo, desencadeia diminui¢do da expressdo de p53 na
presenca de E6 (Scheffner et al., 1993). Portanto, a diminuicao da expressdo de p53 na linhagem
C33/pLXSN-E6 comparado com a linhagem com vetor vazio (C33/pLXSN) indica expressdo de
E6.

Para a preparacdo do lisado celular e subsequentemente extracdo de proteina, as células
foram lavadas duas vezes com PBS 1X e tripsinizadas com Tripsina EDTA 1X. Apés a adi¢do de

PBS 1X, a suspensdo celular foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. Para a lise celular, o
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pellet celular foi ressuspendido em 100 puL de reagente CellLytic M Cell Lysis gelado e incubado
por 20 minutos a 4°C. Apds a centrifugacao do lisado celular a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C,
50 uL do supernadante foi transferido para um novo e estocado em freezer -80°C para andlise por
Western blotting.

A amostra de proteina foi misturada com tampao de amostra e fervida por 5 minutos a
95°C. Usando o gel de SDS-poliacrilamida, as proteinas foram separadas baseadas no seu peso
molecular. Para o gel SDS-Page, 20 uL da proteina lisada (10 pg), assim como 10 puL do
PageRuler Prestained Ladder (Thermo) foram adicionados ao gel e a separacdo foi realizada
durante 1 hora a 150 volts em tampao Tris-Glicina/SDS 1x (Bio-Rad laboratories). A
transferéncia das proteinas do gel para a membrana de PVDF foi realizada durante 2 horas a 100
volts em uma temperatura de 4°C, em cuba de transferéncia com tampao gelado.

Ap6s a transferéncia, os sitios ligantes livres na membrana foram bloqueados por meio de
incubacdo da membrana em leite desnatado 5% (Bio-Rad laboratories) dissolvido em tampao
salino (tampao TBST) (tampao Tween-TBS) por 1 hora a temperatura ambiente. O anticorpo
primério monoclonal de camundongo anti-p53 (abcam — ab28) foi diluido em leite desnatado 5%
(Bio-Rad laboratories) dissolvido em tampao salino (tampao TBST) (tampao Tween-TBS),
aplicado a membrana a uma dilui¢do de 1:500 e incubado por 16 horas a 4° C sob agitacdo. O
anticorpo de camundongo anti-GAPDH (MilliPore Corporation Bedford, MA, EUA) foi aplicado
a uma dilui¢do de 1:5000 e incubado durante 16 horas a 4° C sob agita¢do, para detec¢do da
proteina endégena de 36KDa, GAPDH. Apds as incubagdes, as membranas foram lavadas trés
vezes com tampao TBST por 15 minutos e incubadas no anticorpo secunddrio de coelho anti-
mouse IgG-HRP a uma diluicdo de 1:2000 em leite desnatado 5%/tampao TBST por 1 hora a
temperatura ambiente. Novamente, a membrana foi lavada trés vezes em tampao TBST por 15
minutos. Em seguida, foi adicionado as membranas na proporcdo 1:1 o substrato
quimioluminescente “Pierce ECL. Western Blotting Substrate” (Pierce), durante 1 minuto em
temperatura ambiente. Subsequentemente, a membrana foi revelada no leitor Chemi-Doc (Bio-

Rad laboratories).

3.12. Ensaios de formacao de colonia
ApOs 24 horas de transfeccdo, as células HF698 e C33 que receberam somente FuGENE

(Mock), as transfectadas com vetor vazio e as transfectadas com vetor de superexpressao do



32

HTRA] foram tripsinizadas e plaqueadas em triplicata (6x10* células na linhagem C33 e 8x10*
células na linhagem HF698) em placas de 6 pogos. Apds 24 horas, foi adicionado meio completo
contendo antibitico G418 (Life Technologies). A adi¢do de G418 (Life Technologies) ao meio
tem como objetivo selecionar clones expressando a regido de resisténcia a neomicina provida
pelo vetor pCMV6/Entry. A concentragdo ideal de selecio pela droga foi previamente
determinada, sendo utilizado na linhagem celular HF698 a concentracdo de 150 pg/mL e na C33
800 pg/mL. As células receberam antibidtico G418 por 14 dias com reposicao do meio completo
e antibidtico G418 a cada dois dias, tempo suficiente para que todas as células do grupo Mock
fossem eliminadas, indicando selecdo das células expressando gene de resisténcia a G418. O
ensaio de formacao de colonia foi realizado em trés eventos independentes.

Ap6s a selecdo, as colonias foram coradas com cristal violeta 0,01%. Para isso, as células
foram lavadas trés vezes com PBS 1X, fixadas em formaldeido 10% por 10 minutos e corados em
0.01% de cristal violeta por 15 minutos. Apds, as células foram lavadas trés vezes com dgua
destilada e colocadas para secar overnight.

As linhagens estdveis de carcinoma cervical C33 contendo E6 (C33/pLXSN-E6) ou vetor
vazio (C33/pLXSN) também foram submetidas a ensaio de formagao de coldnia antes e apds
transfeccdo com pCMV6/HTRA I, como descrito acima, exceto o numero de células da triplicata,
que foi alterado para 10* células. Entretanto, neste ensaio ndo foi possivel realizar a selecdo com
G418 (Life TechnologiesLife TechnologiesLife Technologies) das células transfectadas com
pCMV6/HTRAI, pois os retrovirus utilizados para produgao das linhagens estaveis (pLXSN-E6 e
pLXSN) também contém o gene de resisténcia a G418. Para que a andlise dos resultados nao
fosse prejudicada, o ensaio de formagdo de coldnia foi conduzido utilizando quatro grupos:
células C33/pLXSN-E6 transfectadas com HTRAI, células C33/pLXSN transfectadas com
HTRAI, células C33/pLXSN-E6 nao transfectadas com HTRAI, C33/pLXSN nio transfectadas
com HTRAI. O ensaio durou 12 dias, tempo suficiente para que a confluéncia nao fosse alta e o

nimero de coldnias possivel de ser contado.

3.13. Silenciamento transcricional de E6 com dsiRNA
Foram testadas trés moléculas de dsiRNA direcionadas para diferentes regides de E6 de
HPV 16. As sequéncias de RNA duplex descritas a seguir foram construidas usando o software

da IDT (Integrated DNA Techonologies):
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- dsiRNA HPV16 E6(1):

5’-CAGAAAGUUACCACAGUUAUGCACA-3’
3’-GGGUCUUUCAAUGGUGUCAAUACGUGU-5’
- dsiRNA HPV16 E6(2):

5’-UCAAGAACACGUAGAGAAACCCAGC -3
3’-GUAGUUCUUGUGCAUCUCUUUGGGUCG -5’
- dsiRNA HPV16 E6(3):

5’-GAACUGCAAUGUUUCAGGACCCACA -3
3’-CUCUUGACGUUACAAAGUCCUGGGUGU -5’
Foi utilizado como controle negativo um dsiRNA disponibilizado pela IDT (NC1) que

ndo esta presente no genoma de humanos, camundongos ou ratos, com a seguinte sequéncia:
-dsiRNA NC1 (Controle negativo):
5’-CGUUAAUCGCGUAUAAUACGCGUAU-3
3’-CAGCAAUUAGCGCAUAUUAUGCGCAUA-5’

As moléculas de dsiRNAs foram inseridas em células HF698, utilizando o reagente de
transfeccdo Lipofectamina RNAiMax (Life Technologies), cerca de 18 horas apds plaqueamento
de 4x10” células em placa de 96 pogos, seguindo as instru¢cdes do fabricante. As moléculas de
dsiRNAs (1 nM e 3 nM) e a lipofectamina (0,15 pl por poco) foram diluidas em meio Opti-
MEM, em tubos separados, completando o volume de 5 pl de cada solucdo para cada pogo, e
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a mistura de optimem e
lipofectamina foi adicionada a mistura de optimem e dsiRNA na propor¢do 1:1 e incubadas por
10 minutos. 10 pl da mistura resultante foram adicionados aos pogos contendo 100 ul de meio
sem antibidticos e incubados em estufa por 72 horas. A transfeccao foi realizada em triplicata e
em dois eventos independentes.

A eficiéncia de transfeccio de moléculas de dsiRNAs nas células foi assegurada
utilizando-se o controle de transfeccdo TYE ™ 563 DS (IDT) a 5nM, que consiste em um RNAI1
fluorescente. A eficiéncia de transfeccao, de cerca de 100%, foi observada em microscépio de

fluorescéncia.
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Para avaliar os possiveis efeitos citotoxicos causados pelo tratamento com moléculas de
dsiRNAs na cultura foi realizado ensaio de viabilidade celular por MTT apds 72hrs de
transfeccao (item 3.8).
dsiRNAs foi extraido o RNA total das células pela técnica de trizol, realizada a sintese de
cDNA e PCR quantitativo para E6 (item 3.6). Além disso, a fim de avaliar se E6 exerce
regulacdo transcricional sobre o gene HTRAI, foi realizado PCR quantitativo para HTRAI na

amostra em que a expressao de E6 foi silenciada em 60%.

3.14. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o Software GraphPad Prism5. O teste
Mann-Whitney foi aplicado para comparar o nivel de expressio de proteina detectada por
imunocitoquimica. As comparacdes entre c€lulas transfectadas com pCMV6/Entry e células
transfectadas com pCMV6/HTRA1 foram realizadas usando teste t-student. As diferengas foram

consideradas estatisticamente significantes quando os valores de p foram menores que 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Clonagem, isolamento do DNA plasmidial e sequenciamento
Ap6s transformacido com os vetores de expressio pCMV6/Entry e pPCMV6/HTRAI, foi

realizada extracdo e purificacdo de grandes quantidades de DNA plasmidial com Kit Endo Free
Plasmid MaxiPrep (Qiagen), conforme a descricao do fabricante. Posteriormente, foi realizado o
sequenciamento segundo a técnica de didesoxinucleotideos (Sanger), utilizando o Kit Big Dye
terminator (Applied Biosystems), os oligonucleotideos especificos para reacdo, VP1.5 forward e
XL39 Reverse e o sequenciador automdtico ABI3130XL. Apds obtencdo dos plasmideos, foi
realizado o sequenciamento como descrito acima. Verificamos que as sequéncias eram de boa
qualidade através do programa Eletropherogram Quality Analysis (Figura 3). As sequéncias
obtidas foram alinhadas pelo programa Bioedit, onde foi possivel visualizar a qualidade da
sequéncia do vetor vazio, o alinhamento do vetor pPCMV6/ HTRAI com o fragmento 1569 pb do
gene HTRAI e com as sequéncias das fags MYC e DDK presentes neste vetor (Origene) (Figura
4).

Number of Reads: 4

[ 100 bases|[> 200 bases|[> 250 bases|[> 300 bases|[> 350 bases|[> 400 bases
Read number Total of bases||# Bases with quality > 20|[# Bases with quality > 30|| % Vector (= 100 bases & quality > 20

pCMV6EV foward 2012.06.21.ab1 1307 513 (39%) 474 (36%) -_
pCMVEEV reverse 2012.06.21.ab1 1281 633 (49%) 585 (46%) -_
pCMVEHTRA Ifoward 2012.06.21.ab1 1319 584 (44%) 541 (41%) -_

pCMV6HTRA Ireverse. 2012.06.21 abl 1328 554 (42%) 526 (40%) -_
p [ sm[ mmas]  ausce Noo P4

Figura 3. Electropherogram quality analysis (Phred) mostrando as amostras de boa qualidade,
em verde (Ok), para os clones de pPCMV6/Entry e pPCMV6/HTRAI.
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Figura 4. Alinhamento da sequéncia gerada apds sequenciamento do clone de pCMV6/HTRA
com a ORF de HTRAI.
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4.2. Transfeccao, extracio de RNA e obtenciao de cDNA

Foi realizada transfeccio com FuGENE HD do vetor vazio (pCMV6/Entry) e do vetor
contendo a ORF do gene HTRAI (pCMV6/HTRAI) nas linhagens HF698 e C33, em placa de 6
pocos, em triplicata, para extracio de RNA seguida de quantificacdo em espectrofotdmetro e
validacdo do RNA. A eficiéncia de transfeccdo foi confirmada através da transfec¢do paralela
com o vetor contendo GFP, que emitiu fluorescéncia verde no microscopio de fluorescéncia. A
eficiéncia de transfeccdo foi cerca de 60% na linhagem HF698 e 40% na linhagem C33.

A integridade do RNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 2%, que
mostrou a presenca de duas bandas correspondentes aos RNAs ribossomais, 28S e 18S, das
subunidades ribossdmicas.

As amostras também foram validadas apds a sintese de seu cDNA. Tal procedimento é
utilizado para confirmagcao da integridade do RNA. Observou-se que os cDNAs obtidos
apresentavam boa qualidade, através da amplificacdo por PCR do gene ACTB, o qual serve de

controle para transcritos abundantes, cujo produto apresenta 613pb.

4.3. Analise da Expressao Génica por PCR quantitativo

4.3.1 Expressao Génica de HTRA1

A técnica de PCR quantitativo foi utilizada, primeiramente, para verificar a expressdo do
gene HTRAI em amostras normais de tecido peniano, em amostras de tumor de pénis HPV
positivas e nas linhagens HF698 (HPV positiva) e C33 (HPV negativa). Confirmada a baixa
expressao desse gene nessas amostras (Figura 5), a técnica de PCR quantitativo foi utilizada para
verificar a superexpressdo do gene HTRAI na linhagem imortalizada com HPV 16 (HF698) e na
linhagem HPV negativa (C33) apds a transtecgdo com vetor pPCMV6/HTRAI, em relagdo as
células que receberam o vetor vazio. Para avaliar a expressdo do gene selecionado foi utilizado o
método de quantificacdo relativa em relagdo a um gene enddgeno (gene normalizador das

reacoes), o gene GAPDH.
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O gene HTRAI apresentou-se superexpresso na amostra transfectada com o vetor
contendo a ORF de HTRAI em relacdo a amostra transfectada com vetor vazio, tanto na linhagem
HF698 quanto na C33. Esse resultado demonstra expressdo transcricional eficiente deste gene no

vetor de expressao pPCMV6/HTRA 1 (Figura 6).
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Figura 5. Valor da expressdo génica relativa em Log2 do gene HTRAI em amostras de tumor de
pénis HPV positivas (A) e nas linhagens HF698 e C33 (B), comparado com amostras de pénis
normal (amostra referéncia).
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Figura 6. Valor da expressdo génica relativa em Log2 do gene HTRAI em linhagem HF698 e
C33 transfectada com vetor de expressdo contendo ORF de HTRA (cinza) ou vetor vazio (preto),
comparado com linhagem nao transfectada (amostra referéncia).

4.3.2. Expressao Génica de E6 e E7
A técnica de PCR quantitativo foi utilizada para verificar a existéncia de expressao

diferencial dos oncogenes virais E6 e E7 apds transfeccio com vetor de expressdao
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pCMV6/HTRAI ou pCMV6/Entry em relagdo as células ndo transfectadas com nenhum tipo de
vetor, na linhagem de queratindcitos imortalizados por HPV de alto risco (HF698).

Para avaliar a expressdao dos oncogenes foi utilizado o método de quantificacdo relativa
em relacdo a um gene endégeno (gene normalizador das reacdes), o gene GAPDH.

Os oncogenes analisados ndo apresentaram expressao diferencial apos transfec¢do com o

vetor contendo a ORF de HTRA 1 em relacdo a amostra transfectada com vetor vazio (Figura 7).

B pCMVE/Entry

+ B pCMVE/HTRAL

Valor di expriss3o g

Figura 7. Valor da expressdo génica relativa em Log2 dos oncogenes virais £6 e E7 em
queratindcito imortalizado por HPV de alto risco (HF698), transfectado com vetor de expressdo
contendo ORF de HTRAI (preto) ou vetor vazio (cinza), comparado com linhagem ndo
transfectada (amostra referéncia).

4.4. Expressao de HtrA1 por Imunocitoquimica

Ap6s confirmacdo da expressdao de HTRAI por qPCR nas linhagens transfectadas com
pCMV6/HTRAI, foi realizada uma nova transfeccdo com o mesmo vetor contendo HTRAI e
vetor vazio, para detec¢ao proteica de HtrA1 por imunocitoquimica.

A presenca da proteina HtrAl foi observada nas linhagens transfectadas com
pCMV6/HTRAI. Estas células apresentaram um aumento significativo da expressdo de HtrAl

quando comparadas as linhagens transfectadas com o vetor de expressao vazio (Figura 8).
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Figura 8 — Imunocitoquimica da proteina HtrA1l superexpressa na linhagem HF698 (B) e C33
(E) transfectada com pCMV6/HTRAI e com baixa expressao na linhagem HF698 (A) e C33
transfectada com pCMV6/Entry (D). Controle negativo da reacdo da HF698 (C) e C33 (F). (G)
Andlise densitométrica da expressdo da proteina HtrAl nas linhagens transfectadas. *P< 0,01 vs
pCMV6/Entry (Mann Whitney test). Barras: 20 um.

4.5. Ensaio de viabilidade celular (MTT)
4.5.1. Linhagens HF698 e C33 transfectadas com HTRA 1
Para ensaio de viabilidade celular com MTT (Sigma), células HF698 (3x103 células para
todos tempos experimentais) e C33 (2x10* para o tempo experimental de 24 hrs e 1,5x10* para os
tempos de 48 e 72 hrs) foram plaqueadas em placa de 96 pocos, em quintuplicata. No dia
seguinte, as células receberam somente OPTI-MEM (Life Technologies) e FUGENE HD (Mock);
OPTI-MEM (Life Technologies), FuGENE HD (Promega) e vetor vazio ou OPTI-MEM (Life
Technologies), FuGENE HD (Promega) e vetor contendo a ORF para HTRAI. Apés 24, 48 e 72
horas foi realizado o ensaio de viabilidade celular nas duas linhagens. Na linhagem celular HPV

positiva, HF698, nao foi observada diferenga na viabilidade das células transfectadas com vetor
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vazio ou vetor pCMV6/HTRAI (Figura 9a). J4 na linhagem celular HPV negativa, C33, houve
reducdo de cerca de 50% da viabilidade celular nas células superexpressando HtrAl comparado
as células que receberam vetor vazio, em todos os tempos experimentais (24, 48 e 72 horas)

(Figura 9b).
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Figura 9. Ensaio de viabilidade celular. Efeito

da superexpressio de HtrAl na viabilidade celular da linhagem HF698 (A) e C33 (B)
transfectadas com vetor contendo HTRAI ou vetor vazio. ¥*P<0,0001 versus pCMV6/Entry (t-
student).

4.5.2. Linhagem HF698 transfectada com dsiRNA
Para avaliar os possiveis efeitos citotoxicos causados pelo tratamento com diferentes
moléculas de dsiRNAs na linhagem HF698 foi realizado ensaio de viabilidade celular por MTT,
ap6s 72 hrs de transfeccdo com dsiRNAs nas concentragdoes de 1 e 3 nM. As amostras foram
analisadas em quintuplicata, em dois eventos independentes, como descrito previamente.
A viabilidade celular com todos dsiRNAs utilizados se manteve acima de 50%, sendo que

a maior viabilidade foi de cerca de 80% com o dsiRNA E6(3) (Figura 10).
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Figura 10. Ensaio de viabilidade celular apds tratamento com trés dsiRNAs construidos para
diferentes regides de E6, nas concentragdes de 1 nM e 3 nM.
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4.6. Ensaio de formacao de colonia

4.6.1. Linhagens celulares HF698 e C33

Apés a selecdo por 14 dias com antibidtico G418, em trés eventos independentes, foi
observado aumento no nimero de coldnias nas células superexpressando HtrAl na linhagem
HPV positiva, HF698 (Figura 11a e b). Entretanto, na linhagem HPV negativa, a C33, a
superexpressdao de HtrAl levou a reducdo significativa no nimero de colonias comparado ao

grupo transfectado com vetor vazio (Figura 11c e d).
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Figura 11. Ensaio de Formacdo de Colonia nas linhagens HF698 e C33. Numero de colonias
apos superexpressdo de HtrAl ou transfec¢do com vetor vazio na linhagem HPV positiva, HF698
(A e B), e HPV negativa, C33 (C e D). #P<0,05 vs pCMV6/Entry; *P<0,01 vs pPCMV6/Entry (t-
student).

4.6.2. Linhagem estavel de C33 contendo gene E6 de HPV 16

Apés selecdo com G418, a confirmacdo da expressdo de E6 pela linhagem estdvel
C33/pLXSN-E6 foi obtida por qPCR (Figura 12a). A expressdo proteica de E6 foi confirmada
indiretamente, devido a auséncia de anticorpo comercial para E6, pela diminui¢do da expressdao
de p53 (Figura 12b). Com objetivo de confirmar se na presenca de E6 e superexpressao de HtrAl

o nimero de células aumenta, como observado na linhagem HPV positiva, HF698, foi realizado
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um ensaio de formacao de colonia com as linhagens C33/pLXSN-E6 e C33/pLXSN, com e sem
transfeccdo com pCMV6/HTRAI.
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Figura 12. Valor da expressdo relativa em Log2 do gene E6 (A) e diminui¢do da expressao
proteica de p53 (B) na linhagem C33 contendo E6 de HPV 16 (C33/pLXSN-E6), comparado com
a linhagem com vetor vazio (C33/pLXSN). Como controle da reagdo foi utilizado o anticorpo de
camundongo anti-GAPDH para deteccdo da proteina endégena de 36 kDa.

Foi observado, em trés eventos independentes, aumento no nimero de coldnias nas
células superexpressando HtrAl na linhagem C33/pLXSN-E6, comparado com C33/pLXSN
(Figura 13a e b), assim como observado na linhagem HPV positiva, HF698. Nos grupos
controles, C33/pLXSN-E6 e C33/pLXSN sem transfec¢do com HTRA I, ndo houve diferenca no
nimero de coldnias, permitindo inferir que a presenca de E6 ndo € suficiente para aumentar a
formacao de coldnias (Figura 13c e d). Portanto, o aumento s6 € observado na linhagem C33 que

possui vetores de expressdo de E6 e HTRAI.
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Figura 13. Ensaio de Formagao de Colo6nia nas linhagens estdveis C33 contendo E6 de HPV 16
ou vetor vazio. Numero de coldnias apds superexpressio (A e B) ou nao (C e D) de HTRAI nas
linhagens estdveis C33 contendo E6 de HPV 16 ou vetor vazio. *P<0,01 vs
C33/pLXSN+pCMV6/HTRAL1 (t-student).

4.7. Ensaio de apoptose por Citometria de Fluxo
A capacidade da proteina HtrAl induzir apoptose foi avaliada por meio do kit FITC
Annnexin V Apoptosis Detection II (BD) em citdmetro de fluxo. A andlise da apoptose foi
realizada 24, 48 e 72 horas apds a transfec¢do com os vetores pPCMV6/Entry e pCMV6/HTRA 1
nas linhagens HPV positiva (HF698) e HPV negativa (C33).
Nao foi observado diferenca, em nenhuma das linhagens celulares, na porcentagem de
células apoptoéticas entre as células transfectadas com vetor contendo a ORF de HTRA ou vetor

vazio, em todos os tempos analisados (p > 0,05) (Figura 14).
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Figura 14. Ensaio de apoptose. Andlise da Apoptose 24, 48 e 72 horas apds a transfeccado com

pCMV6/Entry e pCMV6/HTRAI nas células HF698 (A) e C33 (B). Na populacdo duplo
negativo (FITC-Anexina V - /PI -) estdo as células vidveis, na populacdo de células positivas
somente para FITC-Anexina V (FITC-Anexina V + /PI -) estdo as células em apoptose inicial,
enquanto na populacdo de células positivas para iodeto de propideo estdo as células necréticas
(FITC-Anexina V - /PI +). A populacdo de células duplo positivo estdo em apoptose tardia ou
processo de necrose (FICT-Anexina V + /PI +).

4.8. Ensaio de ciclo celular por Citometria de Fluxo

Para avaliar se HtrAl altera a progressdo do ciclo celular nas linhagens HF698 e C33, as
fases do ciclo celular foram analisadas por citometria de fluxo apds 24, 48 e 72 horas de
transfeccao com os vetores pCMV6/Entry e pCMV6/HTRAI.

Na linhagem HPV positiva a superexpressao de HtrA1 desencadeou progressao do ciclo
celular. Havia uma maior porcentagem de células transfectadas com pCMV6/HTRAI na fase

G2/M comparado com as transfectadas com vetor vazio. Além disso, a populacdo de células
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superexpressando HtrA1l possuia um nimero significativamente menor de células em GO0/GI,
indicando crescimento celular (Figura 15a).

Na linhagem HPV negativa, C33, ndo foi observada diferenca significativa na
porcentagem de células em cada etapa do ciclo celular entre as células transfectadas com HTRA ]

ou vetor vazio (Figura 15b).
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4.9. Silenciamento transcricional de E6 com dsiRNA

Para avaliar se a oncoproteina E6 exerce controle, em nivel transcricional, na expressao de
HTRAI utilizamos trés diferentes dsiRNAs nas concentragdes de 1 nM e 3 nM com a finalidade
de silenciar E6. Entretanto, somente o dsiRNA HPV16 E6(3) na concentracido de 3 nM foi capaz
de inibir 60% da expressao deste oncogene (Figura 16a).

O cDNA das amostras em que E6 teve sua expressao silenciada em 60% foi utilizado para
avaliar, por PCR quantitativo, a expressao do gene HTRAI. Observou-se que o silenciamento de
E6 ndo altera o nivel de expressao de HTRA I, portanto, E6 ndo exerce efeito transcricional sobre

HTRAI (Figura 16b).
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Figura 16. Silenciamento de E6 com dsiRNAs. (A) Efeito da transfec¢do de trés dsiRNAs
construidos para diferentes regides de E6, a 1 nM e 3 nM, na inibicdo da expressdo deste
oncogene na linhagem HF698. (B) Valor da expressdo génica relativa em Log2 do gene HTRAI
em linhagem HF698 apo6s inibicdo de cerca de 60% da expressao de E6 pelo dsiRNA(3) a 3 nM,
comparado com amostra transfectada com dsiRNA controle (NC1) (amostra referéncia).
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5. DISCUSSAO

A infec¢do por Papilomavirus humano (HPV) € muito comum e esta associada a diversas
doencas malignas (EINSTEN et al., 2009). Entre as proteinas virais, E6 e E7 sdo as que atraem
maior aten¢ao em decorréncia de sua capacidade de transformar e imortalizar células. Alguns dos
mecanismos usados na transformacgdo celular pela proteina E6 consiste no controle transcricional
de genes, como a inibi¢do do supressor de tumor BTG2 (CULLMAN et al., 2009) e de p21WAFI
(PARROCHE et al., 2011); e na interagdo de sua regido carboxi-terminal com dominios PDZs de
proteinas celulares, levando-as a degradacao. Entre estas proteinas estdo a DLG, um supressor de
tumor (LEE et al., 1997; GARDIOL et al., 1999); MAGI-1(GLAUNSINGER et al., 2000) e
PATJ (LATORRE et al., 2005), proteinas relacionadas a formacdo das juncdes celulares;
MUPPI, um transdutor de sinal (LEE et al., 2000) e hScrib, uma proteina importante na
manutencao da polaridade celular (NICOLAIDES et al., 2011).

O dominio PDZ estd presente somente em E6 de HPVs de alto risco, sugerindo que a
presenca dessa regido carboxi-terminal e a interagcdo com proteinas celulares sdo importantes para
o potencial oncogénico (KIYONO et al., 1997; NGUYEN et al., 2003; NAGASAKA et al.,
2013). Spanos e colaboradores (2008a) confirmaram a contribui¢do do dominio carboxi-terminal
de E6 de HPV 16 na imortalizacdo de queratindcitos, uma vez que células expressando E6 com
PDZ mutado ndo desenvolvem essa caracteristica. Da mesma forma, Spanos e colaboradores
(2008b) observaram em queratindcitos que a interacdo do dominio PDZ de E6 (HPV 16) com
PTPN13, uma proteina relacionada a sobrevivéncia celular, induz perda de PTPN13, ativacdo do
oncogene Ras e consequente crescimento independente de ancoragem e invasividade. Em células
epiteliais do sistema respiratdrio, James e colaboradores (2006) observaram que E6 depende do
dominio PDZ para ativar NF-«B e inibir apoptose induzida por TNF.

No presente estudo foi selecionada uma proteina que poderia interagir com a oncoproteina
E6 de HPV de alto risco. O gene HTRAI foi escolhido a partir de um resultado de microarray,
obtido pelo grupo da Dra. Luisa Lina Villa, que indicou baixa expressdo desse gene na linhagem
HF698 (TERMINI et al., 2008). Além disso, resultados obtidos em nosso laboratério por PCR
quantitativo também mostraram baixa expressao de HTRAI em queratindcitos imortalizados por
HPV 16 (HF698), em linhagem celular de carcinoma cervical HPV negativa (C33) e em 70% das
amostras analisadas de tumor de pénis positivas para HPV, quando comparados com amostras de

pénis normal. A proteina codificada por este gene possui fungdes diversas e apresenta em sua
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estrutura um dominio PDZ na regido C-terminal, assim como proteinas reconhecidas pela
proteina viral E6 de HPV de alto risco (MALET et al., 2012).

A familia de enzimas HtrA sdo serino-proteases conservadas de procariotos (DegP) a
humanos, responsdveis por reconhecer proteinas com conformagao incorreta e destind-las ao
redobramento ou degradacdo (TURUNEN et al., 2011; PAGE, DI CERA, 2008). HtrA1l foi a
primeira serino-protease humana descrita desta familia (ZUMBRUNN, TRUEB, 1996; HU et al,
1998). O papel especifico do dominio PDZ de HtrAl nao € claro, entretanto, Karring e
colaboradores (2012) mostrou que HtrAl é capaz de reconhecer sequéncias C-terminais e
internas de cardter hidrofébico de outras proteinas, e realizar processamento proteolitico, como
observado com a proteina TGFBIp, presente em amostras de depdsitos corneos.

HtrA1 é uma proteina expressa em vdarios tecidos e com uma variedade de alvos, sendo a
maioria proteinas da matriz extracelular, como coldgeno tipo III, fibronectina e certos
componentes da cartilagem, sugerindo um papel em promover a degeneracdo dos componentes
da matriz extracelular (MURWANTOKO et al., 2004; GRAU et al., 2006; TSUCHIYA et al.,
2005). Entretanto, alguns substratos intracelulares ja foram descritos, entre eles a proteina TSC2
(Tuberous Schlerosis Complex 2 Protein), relacionada com crescimento e divisdo celular
(CAMPIONI et al., 2010) e a proteina XIAP, um inibidor da cascata das caspases (HE et al.,
2012).

Diferentes trabalhos demonstram o envolvimento de HtrAl na sinalizacdo de TGFfj
(OKA et al., 2004), na resisténcia a quimioterapia (CHIEN et al., 2006) e com desenvolvimento
de varias doencas como artrite (MILNER et al., 2008), isquemia de pequenos vasos cerebrais
(HARA et al., 2009) e degeneracdo macular (COLEMAN et al., 2008). Além disso, a diminui¢ao
da expressdo de HtrAl em vdrios cinceres, como melanomas, cancer de pulmao e ovdrio, € a
reducdo da proliferacdo celular apds aumento de sua expressao, sugerem um papel supressor de
tumor dessa proteina (BALDI et al., 2002; ESPOSITO et al., 2006; CHIEN et al., 2009).

Neste estudo utilizamos linhagens celulares, HPV positiva (HF698) e HPV negativa
(C33), com baixa expressdo de HTRAI previamente confirmada. Com a finalidade de avaliar a
fungdo deste gene nas linhagens HF698 e C33, as células foram transfectadas com vetor de
expressdo contendo a ORF de HTRAI. Apés estabelecida a transfeccdo com pCMV6/HTRAI, a
superexpressao de HTRA1 foi confirmada por qPCR e por imunocitoquimica, o que permitiu o

desenvolvimento dos estudos funcionais propostos.
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Na linhagem de carcinoma cervical (C33) as células superexpressando HitrAl
apresentaram reducdo de cerca de 50% no numero de colonias formadas. Essas células também
apresentaram redugdo significativa na viabilidade celular, em todos os tempos experimentais,
comparado com as células com baixa expressdo dessa proteina. Outros trabalhos também
observaram que a superexpressao de HtrA1 desencadeia diminui¢do de viabilidade em ensaio de
MTT (HE et al., 2010; CHIEN et al., 2006) e diminui¢do no nimero de coldonias em matriz de
soft 4gar (HE et al., 2010).

Diferentemente, na linhagem de queratinécitos imortalizados por HPV de alto risco
(HF698), as células superexpressando HtrAl apresentaram aumento significativo de colonias.
Entretanto, ndo apresentaram diferenca na viabilidade celular, em todos os tempos experimentais,
em relacdo as células com baixa expressdo de HtrAl. No ensaio de formacgao de coldnia, o
aumento no ndmero de células no grupo superexpressando HtrA1 foi observado a partir de cerca
do décimo dia de sele¢do. Portanto, no ensaio de MTT, provavelmente ndo houve diferenca na
viabilidade celular da HF698 entre os grupos, pois os tempos experimentais foram muito curtos
(24hrs, 48hrs e 72hrs) para observar tal efeito.

He e colaboradores (2010) demonstraram que a superexpressdo de HtrAl em células de
cancer de ovario induz apoptose in vitro e in vivo. Além disso, o silenciamento de HTRAI com
shRNA promove aumento da sobrevivéncia celular em ensaio de apoptose e de viabilidade
celular, e redugdo nos niveis de caspase-3, confirmando o papel pré-apoptético de HTRAI em
células de cancer de ovario. Um dos mecanismos que HtrAl desencadeia morte celular
programada, em células de cancer de ovario, € através da degradacdo de uma proteina inibidora
de apoptose, a XIAP (HE et al., 2012). A elevacdo dos niveis de HtrA1 também induz apoptose e
reducdo de invasdo celular, acompanhada de aumento da atividade da caspase-3 e diminui¢do de
MMP-9, uma metaloproteinase que degrada matriz extracelular, em carcinoma epiderméide de
esofago (XIA et al., 2013). Embora em alguns canceres (HE et al., 2012; XIA et al., 2013) HtrAl
possua um papel pré-apoptético, no presente trabalho HtrA1 ndo alterou a taxa de morte celular
programada nas linhagens C33 e HF698.

Além de apoptose, alguns trabalhos descreveram um papel de HtrAl na inibicdo de
proliferacdo celular. Xia e colaboradores (2013) observaram inibi¢ao da proliferacdo celular de
células de carcinoma epidermdide de esdfago in vitro e in vivo apés superexpressdao de HtrAl,

juntamente com diminui¢cdo dos niveis de Ki-67, um marcador de proliferacdo. Em linhagens de
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cancer de endométrio também foi observado que a supressdo da proteina HtrAl aumenta a
migracdo celular, evidenciando que a auséncia HtrAl contribui para o fendtipo metastitico
(MULLANY et al., 2011).

Considerando que HtrAl ndo alterou a taxa de apoptose nas linhagens celulares
estudadas, avaliamos o efeito desta proteina nas etapas do ciclo celular. Na linhagem C33, a
superexpressdao de HtrA1l ndo desencadeou alteragcdo no ciclo celular. Dessa forma, novos estudos
sd0 necessdrios para entendimento do mecanismo envolvido na reducdo do ndimero de células
nesta linhagem apds superexpressdo de HtrAl. Ja na linhagem positiva para HPV de alto risco,
observamos que a superexpressao de HtrAl desencadeia a progressao do ciclo celular a partir de
72 horas de transfeccdo, através do aumento da porcentagem de células nas fases G2/M e reducdo
das células em GO/G1.

Nossos resultados com a linhagem HF698 diferem de estudos funcionais para o gene
HTRAI descritos na literatura, que comprovam que HtrAl possui papel pré-apoptético, inibidor
de proliferacdo e de invasdo celular, que desencadeiam redu¢do no nimero de células (BALDI et
al., 2002; CHIEN et al., 2006; ESPOSITO et al., 2006; CHIEN et al., 2009; MULLANY et al.,
2011; HE et al., 2010; XIA et al., 2013). Entretanto, nenhum desses estudos utilizou células HPV
positivas. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que os diferentes padrdoes de nimero e
viabilidade celular nas duas linhagens estudadas devem ser decorrentes da presenca (HF698) ou
auséncia (C33) do genoma do HPV. As proteinas do Papilomavirus humano, provavelmente,
influenciam na atividade de HtrAl. Com objetivo de confirmar esta hipétese, avaliamos se a
expressdo de E6 na linhagem C33 altera o nimero de coldnias apds superexpressao de HtrAl e
ensaio de formacgdo de colonia, em relagdo a linhagem C33 sem E6. Foi observado aumento no
nimero de coldnias nas células C33 expressando a oncoproteina E6 e HtrAl, com padrdao
semelhante a linhagem HF698 com superexpressdo de HtrAl, o que sugere interac@o entre essas
duas proteinas.

A interagdo entre a proteina HtrA1l e as oncoproteinas E6 e E7 do HPV foi observada, por
Clawson e colaboradores (2008), através de imunoprecipitacdo. Além disso, alguns trabalhos
sugerem que a interagao de E6 com dominios PDZs de proteinas celulares aumenta a estabilidade
da proteina viral, o que permite um nivel suficiente dessa oncoproteina e contribui para
manuten¢do do genoma do HPV nas células hospedeiras (LEE, LAIMINS, 2004; NICOLAIDES
etal., 2011).
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Nicolaides e colaboradores (2011) observaram que a interacao entre E6 e o dominio PDZ
das proteinas celulares hScrib e MAGI, responsdveis por regular a polaridade da célula, aumenta
significantemente os niveis da oncoproteina E6 em queratindcitos imortalizados (NIKS),
provavelmente, por evitar sua degradacdo proteossomal. Além disso, demonstraram que as
células NIKS tranfectadas com genoma de HPV 16 mutado na regido carboxi-terminal
apresentam baixos niveis de E6 e o genoma viral € incapaz de se manter na forma epissomal,
sendo degradado ou integrado no genoma da célula hospedeira. Em HPV 31, a perda do dominio
PDZ de E6 desencadeia redu¢@o no nimero de cdpias virais na célula e diminuicao nas taxas de
crescimento celular em queratindcitos de prepicio humano (HFK), evidenciando a importancia
desse dominio em estabilizar o genoma viral (LEE, LAIMINS, 2004).

Além da fun¢do de HtrA1 nas linhagens HF698 e C33, avaliamos se E6 exerce controle
transcricional sobre HTRAI, através do silenciamento deste oncogene viral. Diferentemente do
observado para alguns genes, como BTG2 (CULLMAN et al., 2009) e p21WAFI (PARROCHE et
al.,, 2011) que sdo transcricionalmente inibidos por E6 através de mecanismos dependente e
independente de p53, respectivamente, a supressdo de E6 ndo altera a expressdao de HTRAI. Da
mesma forma, a superexpressao de HtrA1 ndo altera a expressdo dos oncogenes virais E6 e E7.
Este e os demais resultados com a linhagem HF698 sugerem que E6 regula atividade de HTRA ]
somente em nivel proteico e ndo exerce efeito transcricional sobre este gene.

Os resultados deste trabalho mostram que HtrA1l reduz o nimero de células em linhagem
HPV negativa, assim como descrito na literatura (BALDI et al., 2002; CHIEN et al., 2006;
ESPOSITO et al., 2006; CHIEN et al., 2009; MULLANY et al., 2011; HE et al., 2010; XIA et al.,
2013), entretanto, HtrAl aumenta o crescimento celular em linhagens HPV positivas. Além
disso, sugerem que o efeito observado na linhagem HF698 € decorrente da interagdo de HtrAl
com a proteina E6 de HPV de alto risco, ji que na linhagem estdvel C33 superexpressando a
oncoproteina E6 e HtrA1 a proporcao de coldnias foi semelhante a linhagem HF698 transfectada
com HTRAI. A interagdo de E6 com dominio PDZ de HtrAl poderia aumentar a estabilidade
dessa oncoproteina, favorecendo a manutencdo do genoma viral na célula e potencializando sua

atividade de transformacao celular.
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6. CONCLUSOES

A transfeccao com pCMV6/HTRAI é eficiente em induzir a superexpressao de HtrA1 nas
linhagens celulares estudadas.

A expressdo de HtrA 1 ndo altera a expressao dos oncogenes E6 e E7 de HPV 16.

O silenciamento de E6 nao altera a expressao de HTRAI.

A superexpressdo de HtrA1 desencadeia redu¢do no nimero de células na linhagem HPV
negativa (C33).

A superexpressdo de HtrAl na linhagem celular HPV positiva (HF698) desencadeia
aumento no ndmero de células, através da inducdo das fases G2/M do ciclo celular,
desencadeando divisdo celular.

A superexpressao simultinea de E6 e HTRAI na linhagem C33/pLXSN-E6 desencadeia
aumento no nimero de colOnias.

O aumento no numero de células nas linhagens HPV positivas (HF698 e C33/pLXSN-E6)
transfectadas com pCMV6/HTRA I pode ser decorrente da interacdo de E6 de HPV de alto
risco com a protease HtrAl.

Estudos adicionais sdo necessdrios para desvendar o mecanismo envolvido na redugdo do

numero de células na linhagem C33 ap6s superexpressao de HtrAl.
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