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RESUMO

Cardeal, L. B. S. Associacdo entre alta expressdo e atividade de metaloproteinases e
presenca de HPV em linhagens de carcinomas humanos. 2006. 88 f. Dissertacao (Mestrado)

— Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2006.

A agdo das metaloproteinases de matriz (MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP) ¢é necessaria
para degradagdo da membrana basal em carcinomas da cérvice uterina. O objetivo deste
trabalho consistiu na avaliagdo da expressdo das metaloproteinases MMP -2, -9 e MT1-MMP,
do gene supressor de metastase RECK e do inibidor tecidual de MMPs (TIMP-2) em modelo
de células de neoplasia da cérvice-uterina cultivadas em substratos de matriz extracelular. As
linhagens celulares de carcinoma de cérvice uterina SiHa, CaSki, ambas HPV 16 positivas, e
C33A, HPV negativa, foram cultivadas em gel de coladgeno tipo I, Matrigel e plastico. Avaliou-
se o crescimento, invasdo, expressdo génica, através de ensaios de real-time PCR, e atividade
de metaloproteinases, através de ensaios de zimografia. Os resultados demonstraram que estas
linhagens de carcinoma cervical quando cultivadas em gel de coldgeno tipo I apresentaram uma
diminui¢do no crescimento, morfologia modificada na presenca de substrato de matriz
extracelular, e que nas linhagens HPV positivas ha um aumento da expressdao de MMP-2, MT1-
MMP e TIMP-2 e da atividade de pr6-MMP-2 em relagdo a linhagem HPV negativa.
Observou-se também que, RECK apresentou maior expressdo génica em CaSki associada a
atividade de pr6-MMP-2. MMP-9 apresentou muito baixa expressdo génica em todas as
linhagens e condicdes estudadas. Quando analisamos as linhagens separadamente, observamos
que o Matrigel influenciou a expressdo génica de MMP-2, e que o gel de coldgeno tipo I
aparece como indutor da atividade de pro-MMP-2 em todas as linhagens.

Em conclusdo, nossos resultados mostram que a expressio de MMP-2, MT1-MMP e
TIMP-2 e que a atividade de pro-MMP-2 estdo aumentadas nas células HPV positivas,

sugerindo que o HPV esta associado com a expressdo de MMPs e TIMP-2.



Abstract

Cardeal, L. B. S. Higher expression and activity of metalloproteinases is associated with
HPV presence in human cervical carcinomas cell lines. 2006. 88 f. Dissertation (Master) —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2006.

Matrix metalloproteinases (MMPs) -2, -9, and MT1-MMP are required for basement
membrane degradation in cervical carcinoma. We evaluated the expression and activity of
MMPs and their inhibitors RECK and TIMP-2 in three human invasive cervical carcinoma cell
lines. Two HPV-16- positive cell lines (SiHa and CaSki), HPV-negative cell line (C33A) were
cultured either onto type-I collagen gel, Matrigel or plastic, in order to recreate their three-
dimensional growth environment and evaluate the growth and invasion of the cells and
expression of these genes using quantitative real-time PCR (Q-PCR). We also analyzed the
gelatinolytic activity of MMP-2 and -9 by zymography. We found that the growth curves
carcinoma cells are decreased and cells morphology are modified in ECM substrate. HPV-
positive cell lines expressed higher levels of MMP-2, MT1-MMP and TIMP-2 than the HPV
negative cell line. In addition, MMP-9 was expressed at very low levels in both HPV-negative
and HPV-positive cell lines. We also observed that the expression of the RECK gene is higher
in CaSki cells, being associated with pro-MMP-2 activity. The Matrigel substrate influence
MMP-2 expression for SiHa and CaSki cells. On the other hand, we found that type-I collagen
gel, but not Matrigel, can enhance pro-MMP-2 activity in all cell lines. Our results suggest that
the presence of HPV is related to increased expression of MMP -2, MT1-MMP and TIMP-2

and pro-MMP-2 activity in HPV-positive cells than in HPV-negative cells.
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1) Introducéo

1.1) NEOPLASIAS DA CERVICE UTERINA

Os tumores da cérvice uterina sdo uma das maiores doengas ginecologicas em mulheres
na idade reprodutiva, sendo o segundo tipo de cancer em numero de mortes entre mulheres na
faixa etaria dos 20 aos 39 anos (Jemal et al, 2005). Além disso, ¢ o terceiro tipo mais comum na
populagdo feminina, superado pelo cancer de pele ndo-melanoma e de mama (INCA, 2006)
representando aproximadamente 12% dos casos de cancer em mulheres em todo o mundo (zur
Hausen, 2002; Wright et al, 2003). No Brasil, o cancer de colo do tutero apresenta para 2006
uma estimativa de 19.260 novos casos, sendo o tumor mais incidente na regido Norte e esta
entre os cinco mais incidentes nas demais regides do pais (INCA, 2006). A taxa de mortalidade
mundial ¢ de 51%, fazendo com que o cancer de colo do utero continue sendo um importante
problema de satide publica (Zhai et al, 2005).

O principal fator de risco associado aos tumores da cérvice uterina ¢ a exposi¢do ao
virus HPV, o papilomavirus humano. Segundo Walboomers et al, 1999, a prevaléncia mundial
de HPV em casos de carcinomas cervicais invasivos ¢ de 99,7 %, fazendo o HPV ser a
etiologia do cancer cervical (Bosch & Muiioz, 2002). Embora o HPV seja essencial para a
transformagao das células epiteliais cervicais, sua presenca ndo ¢ suficiente. Uma grande
variedade de eventos moleculares e co-fatores podem influenciar neste processo como: cigarro;
disfungdes no sistema imunoldgico; o numero de parceiros; o inicio precoce da atividade
sexual; alto nimero de paridade, relativa a partos normais; uso prolongado de contraceptivos
orais ¢ a infecgdo por outro agente transmitido sexualmente exemplificado pela Chlamydia
trachomatis (Castellsague et al, 2002; Villa et al, 2002; Boch & Muiioz, 2002; Burd, 2003;
Rabelo-Santos et al, 2003; Waggoner, 2003; de Jong et al, 2004).

Antes de seu desenvolvimento, o cancer cervical ¢ precedido por mudangas na cérvice

uterina, principalmente na zona de transformagdo, denominada de juncdo epitélio escamo-
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colunar (Jordan & Monaghan, 2004). O nome dado a estas anormalidades celulares é neoplasia
intra-epitelial cervical (NIC), a qual pode também ser descrita como displasia.

A progressao do cancer cervical é continua, e de acordo com a mais nova classificagdo
de Bethesda (Solomon & Nayar, 2004), a transi¢ao neoplasica da lesdo intraepitelial escamosa
(SIL), ocorre das lesdes intraepiteliais escamosas de baixo-grau (LSIL =NIC I) para lesdes
intraepiteliais escamosas de alto-grau (HSIL), que incluem NIC II, NIC III e carcinoma in Situ,
e finalmente para carcinoma escamoso invasivo (SCC). O tempo de progressdo de LSIL para
HSIL em pacientes ¢ de 6 anos para infecgdes com HPV oncogénico, no entanto, metade das
LSILs regridem para normalidade ou ASCUS (células escamosas atipicas com significado
indeterminado) no periodo de 6 meses (Schlecht et al, 2003).

A associagdo entre HPV e NIC ¢ bastante robusta e quase inequivoca. A infec¢do por
HPV ¢ restrita primariamente a células do epitélio escamoso e a quase todos os tipos de
carcinomas como os de vulva, vagina e pénis, mas é raramente detectado em tumores de
endométrio, pulmao e ovario (Plaza et al, 2004).

A transformacdo de uma neoplasia ndo-invasiva em um carcinoma invasivo de cérvice
uterina estd acompanhada inicialmente por uma interrup¢do tecidual focal seguida pela
degradagdo da membrana basal pela ag¢do de proteases. Os carcinomas escamosos
microinvasivos (profundidade de invasdo menor que 3 mm) possuem uma taxa de metastase
menor que 1% e uma taxa de sobrevivéncia de aproximadamente 100%. Quando o tumor
invade mais que 5 mm em direcdo a submucosa, fica confinado na cérvice e penetra nos
microvasos, a taxa de sobrevida em 5 anos cai para 50% (Nuovo et al, 1995, 1997). Niveis
alterados e desequilibrio na distribuicdo das proteases representam um aumento no potencial
invasivo (Brummer et al, 2002).

E estimado que apenas 12% a 22% das lesdes intraepiteliais de alto grau (HSIL)
persistem ou progridem para carcinoma invasivo (Shah et al, 1996). Cerca de 75% das

mulheres controlam a infec¢do, eliminando o virus no periodo de 12 meses (Franco et al, 1999).
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Apenas 5% das pacientes apresentam metastase apds diagndstico de lesdo primaria (Ikenberg,
1993). Pacientes que apresentam NIC podem ndo desenvolver a doenga, entretanto as NICs sdo
quase sempre resultado de infecgao pelo virus HPV (Walboomers et al, 1999).

Existem cerca de mais de 100 tipos de HPV, entre os quais se encontram os de alto
risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82), os de provavel alto risco (26,
53 e 66) e os de baixo risco (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81). (Muioz et al, 2003, de
Villiers et al, 2004). A probabilidade de desenvolvimento de neoplasia aumenta devido a
infeccao persistente por HPV de alto risco.

Em um estudo realizado por Rabelo-Santos et al, 2003, em mulheres brasileiras que
apresentavam NIC 3 e carcinomas invasivos, mostrou-se que a prevaléncia de HPV ¢é de 76%
entre esses tumores. O HPV do tipo 16 foi o que apresentou maior freqiiéncia nesses casos € na
populacdo brasileira como um todo. O HPV do tipo 18 ¢ o segundo mais prevalente nas
populacdes das regides Norte, Sudeste ¢ Sul do Brasil, e os tipos 31 e 33 estdo em segundo
lugar nas populagdes das regides Nordeste e Central do Brasil, respectivamente (Rabelo-Santos
et al, 2003). Segundo Sun et al (1999), 47,4% das pacientes brasileiras com carcinoma invasivo
de cérvice apresentaram resultado positivo no exame ELISA para particulas semelhantes a
proteinas virais (VLPs —virus-like particles, como L1, L2, E2 e E7) produzidas por HPV do
tipo 16.

Lesdes pré-existentes na regido cervical persistem por mais tempo e progridem mais
rapidamente em mulheres infectadas com HPVs oncogénicos de alto risco do que em mulheres
infectadas com HPV ndo-oncogénicos, de baixo risco, ou nao infectadas (Schlecht et al, 2003).
O tempo de depuragdo (“clearence”) nas pacientes infectadas ¢ maior para HPVs oncogénicos
do que para os nao-oncogénicos (Wolf et al, 2003).

Mulheres que sdo DNA e mRNA positivas para os oncogenes e transcritos das
oncoproteinas virais E6 ¢ E7, do HPV sdo mais predispostas a infec¢do persistente pelo virus

do que mulheres que s6 sdo DNA positivas (Cuschieri et al, 2004). A proteina E6 causa
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degradagdo do produto do gene supressor de tumor p53 e a proteina E7 desestabiliza a proteina
Rb (gene supressor de tumor pRb), ambas por induzirem degradagio através da via ubiquitina-
proteassomo, levando a um aumento de ciclinas B ¢ E que promovem progressdo do ciclo
celular (Swanton & Jones, 2000; Heilmann & Kreienberg, 2002). Todos os tipos de HPV
possuem os oncogenes E6 ¢ E7, que sdo homologos entre os tipos, mas ndo idénticos. Desta
forma, as proteinas virais dos tipos considerados de baixo risco possuem menor afinidade pelas

proteinas dos genes supressores de tumor da célula hospedeira.

1.2) O PAPEL DAS MMPs NA PROGRESSAO DOS TUMORES CERVICAIS

A matriz extracelular (MEC) tem um papel fundamental na estrutura ¢ homeostase
tecidual. Os principais componentes protéicos da MEC sdo o coldgeno e as fibras eldsticas, os
quais sdo produzidos e secretados por um grande numero de células estromais, sendo
necessarios para a organizagdo de tecidos. Outras proteinas contribuem para estruturas
especializadas da MEC como a membrana basal, que também possui laminina, entactina e
colageno tipo IV. A segunda classe de proteinas que compde a MEC sdo as proteoglicanas,
como a condroitin, heparina e keratanin sulfato. As proteoglicanas estdo relacionadas com a
adesdo celular e ligacdo a fatores de crescimento. A MEC também contém gliosaminoglicanas,
sendo o 4cido hialurénico o principal representante, relacionando-se com a adesdo e a
sinalizacdo celular. Juntos, esses componentes de matriz extracelular formam uma estrutura que
mantém a integridade tecidual, regulam a migragao celular e formam um reservatorio de fatores
de crescimento e citocinas (Egeblad & Werb, 2002; Stamenkovic, 2003; Hojilla et al., 2003).

As interacdes epitélio-estroma desempenham um papel critico durante o
desenvolvimento e manutencdo da homeostasia tecidual. Cada tipo celular apresenta
determinados receptores para o seu microambiente e as interagdes destes receptores com a
MEC influenciam a forma, o desenvolvimento e a resposta celular a moléculas soluveis,

incluindo citocinas, fatores de crescimento e sua interagdo com o interior celular via integrinas,
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assim como descrito no cldssico modelo de reciprocidade dinamica de Lin & Bissell, 1993, o
qual mostra que a MEC emite sinais para o nicleo e vice-versa (Bissell et al, 2003).

O microambiente extracelular possui sinais regulatérios que afetam importantes
processos como adesdo celular, diferenciagdo, divisdo e apoptose. Quando ha altera¢ao dessas
funcdes devido a agdo de proteinases, a interagdo célula-célula e célula-matriz extracelular se
altera e novos sinais sdo gerados para superficie celular, levando a célula a expressar genes que
podem atuar na diferenciagdo, sobrevivéncia, proliferagdo e motilidade celular (Sternlicht &
Werb, 2001; Bissell et al, 2002; Egeblad & Werb, 2002; Hojilla et al, 2003; DeClerck et al,
2004).

A degradagao da MEC ¢ mediada por algumas familias de proteinases extracelulares,
que incluem as serina-proteases, cisteina-proteases e metaloproteinases dependentes de zinco
(MMPs), enzimas-chave que sdo responsaveis pela degradagdo da MEC e que exercem um
papel fundamental no desenvolvimento e na progressdo de neoplasias humanas. No cancer, a
regulacdo alterada da protedlise favorece a degradacdo da MEC e consequentemente a
metastase (Benaud et al, 1998; Itoh & Nagase 2002; Baker et al, 2002; Mysliwiee et al, 2002;
Singer et al, 2002).

As MMPs compreendem um grupo de enzimas proteoliticas dependentes de Zn®*
(endopeptidases) que, de acordo com a especificidade do substrato, foram historicamente
subdivididas em colagenases, gelatinases, elastases, estromelisinas (Benaud et al, 1998;
Sternlicht & Werb, 2001; Brummer et al, 2002; Egeblad & Werb, 2002). Atualmente, as 25
MMPs conhecidas sdo classificadas de acordo com sua estrutura. Existem oito classes
estruturais de MMPs: cinco sdo secretadas e trés sio MMPs tipo-membrana (MT-MMPs). As
MT-MMPs sdo ligadas covalentemente a membrana celular, enquanto as MMPs secretadas
localizam-se na superficie celular através de ligacdo com integrinas ou interacdo com
proteoglicanas e colageno tipo IV (Chang & Werb, 2001; Sternlicht & Werb, 2001; Egeblad &

Werb, 2002).
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As MMPs sdo secretadas como zimoégenos inativos (pro-MMP) e sua ativagdo requer
uma clivagem proteolitica que remove os 80 residuos do dominio amino-terminal. O dominio
catalitico contém um sitio ativo de ligacdo ao zinco, que possui trés histidinas conservadas
(Woodhouse et al, 1997; Sternlicht & Werb, 2001; Nabeshima et al, 2002; Egeblad & Werb,
2002; Polette et al, 2004). As MMPs secretadas sdao ativadas extracelularmente por outras
MMPs ativas ou por serina-proteinases, enquanto as MT-MMPs sdo ativadas intracelularmente
(Nabeshima et al, 2002; Egeblad & Werb, 2002).

A degradacao da MEC por MMPs ndo apenas facilita a invasdo tumoral mas, também,
afeta o comportamento da célula tumoral e conduz a progressdo do cancer (Itoh & Nagase,
2002). Evidéncias sugerem que MMPs também possuem atividade angiogénica e participam
dos primeiros estagios da tumorigénese ¢ do crescimento do tumor primario (Sternlicht &
Werb, 2001; Baker et al, 2002; Egeblad & Werb, 2002; Yoon et al, 2003). Além de degradarem
a MEC eliminando, portanto, a barreira fisica para a migracao celular, MMPs como MMP-9
aumentam a biodisponibilidade de fatores pro-angiogénicos, a MMP-2 expde sitios cripticos de
ligagdo que permitem a migragdo de células endoteliais enquanto a MT1-MMP facilita a
inser¢ao de células endoteliais no tecido tumoral, levando a formagdo de capilares e vaso
sanguineos (Egeblad & Werb, 2002 ; Mannello et al, 2005).

Estudos em humanos mostram uma associagdo direta entre aumento da expressdao de
MMPs e invasividade tumoral, desenvolvimento de metastases, recorréncia de tumores ¢ baixa
taxa de sobrevivéncia (Mysliwiee et al, 2002; Egeblad & Werb, 2002; Sheu et al, 2003).

Niveis elevados de diferentes MMPs podem ser detectados nos tecidos tumorais ou no
soro de pacientes em estagios de cancer avangado e seu papel como indicador de prognoéstico
em neoplasias vem sendo estudado (Sheu et al, 2003; La Rocca et al, 2004). As MMPs ndo sdo
produzidas apenas pelo epitélio maligno mas, também, pelo estroma adjacente, incluindo

fibroblastos, mioblastos, células inflamatorias e células endoteliais, sugerindo um importante
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papel da interagao célula-célula (Singer et al, 2002; Egeblad & Werb, 2002; Mareel & Leroy,

2003).

Alguns trabalhos descrevem em carcinomas escamosos da cérvice uterina a degradacdo
da MEC, com agdo das MMPs (MMP-2 ¢ MMP-9), no processo de invasdo, permeagio
linfovascular, metastase (nodal) e recorréncia de tumores (Brummer et al, 2002; Zhou et al,
2002; Sheu et al, 2003). E observado que durante a progressdo tumoral, hd um aumento
significativo da producdo de MMPs pelas células epiteliais malignas e pelas células do estroma
peritumoral. Quando a razdo MMPs/TIMPs (Tissue inhibitor of metalloproteinase) aumenta, ha
uma correlagdo com pior prognodstico, mostrando uma maior invasividade do tumor (Nuovo et
al, 1995; Brummer et al, 2002; Sheu et al, 2003).

Brummer et al, 2002, descreveram a expressdo de MMP-2 em lesdes pré-invasivas de
cérvice uterina e uma consecutiva co-expressao de MMP-1 e MMP-2 em tumores invasivos,
que sugerem um gradual aumento no potencial invasivo. Também foi relatado que a expressao
de MMP-2, quando observado em lesdes intraepiteliais de alto grau, pode indicar tumores com
um risco aumentado de invasdo. Muitos trabalhos propdem a associagdo entre MMPs (MMP-2,
MMP-9 e MT1-MMP) e o potencial maligno das neoplasias humanas de cérvice (Nuovo et al,
1995; Gilles et al, 1996; Davidson et al,1999; Brummer et al, 2002; Sheu et al, 2003; Gaiotto et
al, 2004; Zhai et al, 2005)

1.3) INIBIDORES DE METALOPROTEINASES

As metaloproteinases regulam processos celulares normais e patologicos, desta forma,
sua expressdo e ativagdo devem ser finamente controladas para que sua atividade enzimatica
ocorra sincronicamente em um balango entre concentragao e tipo celular.

A atividade das MMPs pode ser regulada através de mecanismos enddégenos como
transcri¢do, ativacdo por outras MMPs maduras e inibi¢do. Entre os inibidores endogenos
podemos destacar a a2 macroglobulina, presente no plasma e tecidos fluidos, a qual se liga as

MMPs promovendo a retirada deste complexo via endocitose; as trombospondinas, que se
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ligam a MMP-2 ¢ MMP-9 promovendo seu clearence via endocitose e bloqueando sua
atividades proteoliticas; os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), pequenas
moléculas com dominios “TIMP-like” e a recente descrita glicoproteina de membrana RECK
(Overal & Lépez-Otin, 2002; Mannello et al, 2005).

As TIMPs, que sao identificadas em quatro tipos (TIMP-1 a TIMP-4) inibem as MMPs
de uma forma seletiva, reversivel, ndo covalente e com estequiometria molecular na razao 1:1
(Chang & Werb, 2001, Overal & Loépez-Otin, 2002). TIMP-1 inibe a acdo de colagenases,
estromelesina-1 e as formas ativas e inativas de MMP-9 (gelatinase B); TIMP-2 inibe a pro-
MMP-2 (gelatinase A), modulando sua ativagdo. Baixas concentragdes de TIMP-2 estdo
associadas com MTI-MMP no processo de ativagdo de MMP-2, no entanto, altas
concentragdes inibem diretamente tanto MMP-2 quanto MT1-MMP; TIMP-3, ao contrario das
trés outras formas que s@o soluveis, esta associada com a MEC e inibe pro-MMP- 2/-9 e TIMP-
4 inibe pro-MMP-2. (Woodhouse et al, 1997; Fassina et al, 2000; Baker et al, 2002;Lafleur et
al, 2003; Shiomi & Okada, 2003).

O balanco entre proteases e seus inibidores determina o potencial proteolitico dos
tumores ¢ uma diminui¢do nos niveis de TIMPs estd geralmente associada com tumorigénese
(Overal & Lopez-Otin, 2002). Entretanto, existem varios exemplos nos quais a expressdao de
TIMPs estd aumentada durante a progressao tumoral, o que seria esperado para uma redugdo do
potencial tumoral, podendo ser considerado como uma resposta de prote¢do pelo estroma
(Overal & Lopez-Otin, 2002; Mannello et al, 2005).

A expressdo e atividade de MMPs estdo associadas com a invasdo tumoral e metdstase,
além disso, esta claro atualmente que estas proteases também atuam nos estagios iniciais do
desenvolvimento tumoral, participando diretamente da geragdo de sinais que induzem a
proliferacdo tumoral e a inibi¢do da apoptose. Neste contexto, as MMPs sdo um alvo para
possiveis terapias contra o cancer, ¢ muitas estratégias envolvendo a inibicdo das MMPs tém

sido testadas em modelos experimentais € em testes clinicos. Entre essas estratégias podemos
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citar: a) bloqueio da transcricdo génica, baseado em fatores extracelulares, vias de transducdo
de sinal e fatores nucleares através de ribozimas e construgdes antisense; b) bloqueamento da
atividade de MMPs, baseado na ativa¢ao das pro-MMPs ¢ nas interagdo das MMPs entre si e
com outros alvos através de componentes que inibem a ativagcdo e a interacdo das MMPs
(Overal & Lépez-Otin, 2002; Mannello et al, 2005).

Os primeiros testes clinicos que utilizaram as TIMPs como tratamento, no entanto, seu
uso ¢ extremamente limitado, uma vez que sdo proteinas multifuncionais, atuando em outros
processos biologicos independentes da inativagdo das MMPs (Lafleur et al, 2003; Mannello et
al, 2005). Muitos inibidores sintéticos como Batimastat, Marimastat, Tamomastat, Metastat
entre outros, ¢ inibidores naturais como Neovastat, catequinas extraidas do ché verde e acido
acetilsalicilico tém sido utilizados em testes clinicos, mas assim como os inibidores endégenos,
apresentaram muitos efeitos colaterais, devido principalmente, ao amplo espectro de atuagdo
desses farmacos (Overal & Lopez-Otin, 2002; Mannello et al, 2005). No entanto, quando
alguns destes inibidores foram co-adminstrados com agentes citotoxicos em pacientes em
estagios iniciais de desenvolvimento tumoral, foi observada uma diminui¢do do crescimento
tumoral, angiogénese e metastase (Lafleur et al, 2003).

Apesar dos testes pré-clinicos terem apresentados resultados promissores, a experiéncia
com testes clinicos de Fase III ndo mostra nenhum beneficio para os pacientes que foram
tratados com MPIs (Metalloproteinases Inhibitors), pois em alguns casos, estes pacientes
apresentaram piora em seu quadro clinico comparados com aqueles que foram tratados com

placebo (Mannello et al, 2005).

1.4) O GENE SUPRESSOR DE METASTASE/ANGIOGENESE RECK
O fendmeno da reversao de células transformadas e tumorais para um fendtipo normal

tem permitido abordar o papel de oncogenes e de genes supressores de tumor ndo sé no
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controle da proliferagdo celular normal como, também, na transformagdo celular, ¢ nos
mecanismos de transducdo de sinais (Noda,1993a).

Com o objetivo de estudar os mecanismos moleculares envolvidos na transformacao
isolou-se e caracterizou-se cDNAs, os quais, quando super-expressos, induziam a reversao
fenotipica da linhagem DT, uma sub-linhagem de células NIH-3T3 transformadas com v-Ki-
Ras (Noda et al, 1983, 1989; Kitayama et al, 1989; Noda et al, 1993b; Takahashi et al, 1996,
1998). Utilizando esta abordagem, foi isolado um ¢cDNA que codifica uma nova glicoproteina
de membrana com aproximadamente 110 kDa denominada RECK (reversion-inducing
cysteine-rich protein with Kazal motifs) (Takahashi et al,1998).

Tanto o cDNA humano quanto o de camundongo codificam uma proteina composta por
971 residuos de aminoacidos, demonstrando uma identidade de 93% entre si. A proteina RECK
¢ rica em cisteina (9,2%), sugerindo uma estrutura secundaria complexa que contém regides
hidrofobicas tanto na regido NH2 - terminal quanto na regido COOH- terminal. A seqiliéncia
peptidica da proteina humana madura expressa em células de mamiferos indica que a regido
NH2 - terminal hidrofébica (26 residuos) funciona como um peptidio sinal enquanto que a
regido COOH- terminal parece funcionar como ancora de glicosilfosfatidilinusitol (GPI) pela
qual RECK ¢ ancorada a membrana plasmatica. A por¢dao mediana da proteina contém trés
dominios semelhantes aos inibidores de serina-proteases (dominio SPI-like), sendo que um
deles ¢ condizente com a seqiiéncia consenso do motivo Kazal (C-X7-C-X¢-Y-X3-C-X;3-C), 0
qual esta relacionado com inibicdo de proteinases (NCBI, 2005). Além disso, foram detectadas
duas regides de repeticdo de fraca homologia com o fator de crescimento epidérmico, motivos
de cisteina na regido NH2 — terminal e cinco sitios com potencial de glicosilagdo (Takahashi et
al, 1998; Noda, 2003).

O gene RECK ¢ expresso em diversos tecidos humanos normais, porém, sua expressao ¢
reprimida durante a transformacdo celular, uma vez que a expressdo deste gene ndo foi

detectada nas intimeras linhagens tumorais analisadas (Takahashi et al, 1998, Masui et al,
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2003). Segundo Takahashi et al, 1998, a supressdo da atividade invasiva e metastatica foi
observada em ensaios de superexpressio do gene RECK nas linhagens celulares tumorais
HT1080 (fibrosarcoma humano) e B16-BL6 (melanoma de camundongo).

Durante a transformagdo celular, a expressdo do gene RECK ¢ inibida, resultando em
secrecao e atividade aumentada de MMPs, as quais contribuem para a transformacao
morfoldgica e o comportamento invasivo das células tumorais (Takahashi et al, 1998).

Através de ensaios bioquimicos, foi mostrado que a proteina RECK purificada se liga a
MMP-9 e inibe a sua atividade proteolitica, por meio de um mecanismo ainda ndo explorado,
sendo possivel a formulagdo do seguinte modelo: em células normais, a secre¢do de MMP-9
esta bloqueada pela ligacdo da mesma a proteina RECK, a qual esta ancorada na membrana
plasmatica. Durante o processo de transformagao celular, a expressao do gene RECK ¢ inibida,
resultando em liberacdo de MMP-9, a qual ird contribuir para a transformac¢ao morfolédgica e o
comportamento invasivo de células tumorais (Takahashi et al, 1998). Relatos recentes
mostraram que RECK regula negativamente, além da MMP-9, duas outras MMPs: MMP-2 e
MT1-MMP. Ensaios de atividade proteolitica mostraram que na presenga de RECK, a atividade
de MTI-MMP diminuiu de uma maneira dose-dependente e que a atividade de MMP-2 foi
inibida competitivamente, assim como MMP-9 (Oh et al, 2001). A figura 1 mostra a regulagdo
das MMPs por RECK.

Uma das caracteristicas exclusivas de RECK que o torna um novo tipo de inibidor de
MMPs, ¢ o fato da proteina RECK apresentar um dominio GPI e, portanto estar localizada na
membrana, diferentemente da TIMPs que sdo secretadas (Oh et al, 2001). Varias MMPs tém
alvos na regido pericelular, seja por alguma ancora diretamente na membrana ou por receptores
ou ainda por proteinas ligantes na superficie celular, criando assim uma regido de alta atividade
proteolitica. Esta area com agdo proteolitica concentrada pode funcionar para a invasao celular
bem como na sinalizac¢do localizada de fatores de crescimento por interagdes com moduladores

ligantes da MEC. Além disso, a ativagdo de algumas MMPs requer interagdo com outras MMPs
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associadas a membrana (MT-MMPs), como pode ser exemplificado pelo processo de ativagdo
de MMP-2: uma molécula de TIMP-2 liga-se a pr6-MMP-2 e a MT1-MMP; em seguida, uma
segunda molécula de MT1-MMP cliva uma por¢do do pro-dominio de MMP-2 para liberar a
sua forma intermediaria; por fim, outra clivagem do pré-dominio de MMP-2 por uma MMP-2
livre resulta na forma ativa da MMP-2 (Welm et al, 2002). O fato de RECK estar localizada na

regido pericelular torna sua atividade inibitdria potencializada.
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Figura 1: RECK modula a agdo de MMP-9 (a), MT1-MMP (b) e

MMP-2 (c) através de varios mecanismos como inibi¢do da ativacdo
das pro-MMPs ¢ inibicdo da atividade das MMPs. Retirado e
modificado de Rhee & Coussens, 2002.
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Foi descrito que o restabelecimento da expressio de RECK em linhagem HT1080 de
fibrosarcoma resulta em uma diminui¢ao da secre¢do tanto da forma intermediaria, quanto da
forma ativa de MMP-2, sugerindo que RECK regula a ativacdo da ProMMP-2 por inibir duas
enzimas proteoliticas necessarias para o seu processamento, especificamente as enzimas MT1-
MMP e a propria MMP-2 ativa (Oh et al, 2001).

Em um recente trabalho com linhagens celulares de glioblastomas multiformes
humanos, observou-se através de ensaios de real-time PCR e zimografia que a linhagem
invasiva T98G apresentou uma menor expressdo génica de RECK associada a uma maior
expressdo génica de MMP-2, MMP-9 ¢ MT1-MMP e maior atividade das MMPs -2 e -9. No
entanto, a linhagem nao invasiva A172 apresentou o perfil de expressdo e atividade opostos,
isto €, observou-se maior expressdo de RECK e menor atividade de MMPs, mostrando que
RECK regula negativamente essas MMPs (Corréa et al, 2006).

As fungdes biologicas de RECK in vivo foram exploradas através de experimentos com
camundongos “knock-out” e de ensaios de tumorigenicidade em camundongos “nude” (Oh et
al, 2001). Camundongos nos quais a proteina RECK funcional esta ausente morrem em torno
do décimo dia da fase embrionaria com deficiéncias de fibras coldgeno, desorganizacdo da
lamina basal e redugdo da integridade do sistema vascular, tubo neural e tecido mesenquimal
(Oh et al, 2001; Noda et al, 2003). Este fendtipo foi parcialmente suprimido pelo “knock-out”
do gene correspondente 8 MMP-2 (camundongo apresenta menor angiogénese € crescimento
tumoral em relagdo ao controle) (Egeblad & Werb, 2002), indicando que a regulagdo da
atividade de MMP-2 mediada por RECK tem um papel fisioldgico.

Durante o desenvolvimento, os resultados sugerem que RECK tenha papel importante
como regulador de metaloproteinases, inibindo a atividade das mesmas e propiciando, desta
forma, o acimulo necessario de colageno para um desenvolvimento embrionario normal (Oh et
al, 2001), além de ser necessario para a maturagdo vascular durante o processo de

embriogénese (Welm et al, 2002).
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Ensaios de tumorigenicidade em camundongos “nude” sugerem que RECK inibe a
angiogénese tumoral, uma vez que as ramifica¢cdes foram dramaticamente suprimidas nos
tumores gerados a partir de células de fibrosarcoma que expressavam RECK. E interessante
notar que camundongos “nude” que desenvolveram tumores a partir de células de fibrosarcoma
expressando o gene RECK constitutivamente apresentaram maior sobrevida quando
comparados aqueles que desenvolveram o tumor controle (auséncia da expressio de RECK)
(Oh et al, 2001).

Os resultados obtidos até o momento, sugerem que RECK inibe a atividade de MMPs,
consequentemente, a invasao tumoral, metastase e angiogénese tumoral (Takahashi et al, 1998;
Oh et al, 2001; Sasahara et al, 2002) podendo, portanto, ser alvo promissor para a prevengao ¢
o tratamento de cancer.

Em um modelo de carcinoma nasofaringeo, foi observado que RECK esta atuando na
interagdo cancer-virus, pois a linhagem TWO04 (carcinoma nasofaringeo) infectada pelo
Epstein-Barr virus (EBV), possui uma maior produ¢do de MMP-9 e apresenta um fendtipo
invasivo e metastatico devido ao papel da proteina viral LMP1 (latent membrane protein -
proteina latente de membrana 1) ao reprimir a transcri¢do do sitio Spl do promotor de RECK
(Liu et al, 2003a).

O sitio Sp1 do promotor de RECK além de ser um alvo para proteinas virais, também ¢
reprimido por ras. Esta proposto que o oncogene ras ativa ERK (quinases reguladoras de sinal
extracelular - extracellular signal-regulated kinases) a qual fosforila HDACs (histona
desacetilases- histone deacetylases), induzindo a ligacao dessas enzimas o sitio Spl de RECK,
suprimindo sua expressdo (Chang et al, 2004). Em células de pulmao CL-1 foi observado que o
tratamento com tricostatina A (TSA), um inibidor de histona desacetilases, houve uma
diminui¢do do potencial invasivo, inibi¢do da atividade de MMP-2 e aumento da expressdo de

RECK, sugerindo a acdo das HDACs sobre o promotor de RECK (Liu et al, 2003b).
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Embora RECK seja um gene recentemente descrito (Takahashi et al, 1998), toda
literatura gerada até o presente momento relata a possibilidade de utilizagdo deste gene como
marcador molecular de melhor prognostico para pacientes que apresentam tumores do tipo
carcinomas pancreatico, mamario, prostatico, pulmonar, colo-retal e hepatocarcinoma. Nestes
estudos correlaciona-se a presenca de RECK com melhor prognostico, tendéncia de menor
invasividade tumoral e maior taxa de sobrevida dos pacientes. (Span et al, 2003; Masui et al,
2003; Furomoto et al; 2001;Takeuchi et al, 2004; Takenaka et al, 2004; Riddick et al, 2005).

Dada a alta incidéncia das neoplasias cervicais em todo o mundo, especialmente no
Brasil e a necessidade constante da busca de novos farmacos e terapias que propiciem maior
sobrevida a pacientes, no6s objetivamos estudar a expressdo dos genes inibidores de MMPs
RECK e TIMP-2, bem como seus alvos MMP-2, MMP-9, MT1-MMP, os quais participam de
processos invasivos e metastases em diferentes modelos tumorais.

Conhecendo-se a acdo de MMPs no processo invasivo e poder inibitério das proteinas
RECK e TIMP-2, nossos dados poderdo contribuir através deste estudo para expansdo da
correlacdo entre invasividade e expressdo destes genes em neoplasias do epitélio do colo do

utero na presenca e auséncia do virus HPV.
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2) Objetivo Geral

O objetivo deste estudo consistiu na avaliagdo do papel das metaloproteinases MMP -2,
-9 ¢ MTI-MMP, do gene supressor de metastase RECK e do inibidor tecidual de MMPs
(TIMP-2) em modelo de células de neoplasia da cérvice-uterina quando cultivadas em

substratos de matriz extracelular.

3) Objetivos especificos

3.1) Objetivo 1: Caracterizagdo in vitro das linhagens celulares estabelecidas de neoplasia de

cérvice uterina, através de curvas de crescimento e ensaios morfoldgicos.

3.2) Objetivo 2: Caracterizagdo da expressdo dos genes MMP -2, -9, MT1-MMP, RECK e
TIMP-2 nas linhagens celulares de neoplasias cervicais, CaSki e SiHa (HPV positivas), C33A
(HPV negativa) quando cultivadas em diferentes substratos, quanto aos niveis de mRNA

através de ensaios de Q-PCR.

3.3) Objetivo 3: Caracterizagdo da atividade de metaloproteinases de matriz (MMPs) nas
linhagens celulares de neoplasias cervicais, CaSki e SiHa (HPV positivas), C33A (HPV

negativa) quando cultivadas em diferentes substratos, através de ensaios de zimografia.
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4) Material e Métodos

4.1) Linhagens Celulares (doadas pela Dra. Luisa Lina Villa, Instituto Ludwig de

Pesquisa sobre o Cancer — SP/Brasil).

SiHa: Linhagem celular de origem de neoplasia de cérvice uterina escamosa
humana, com propriedade aderente, morfologia semelhante a célula epitelial.
Tumorigénica em camundongos nude, formando carcinoma epidermal pouco
diferenciado (grau III). Contém uma copia genoma do papillomavirus humano
do tipo 16. Genes p53 e pRB sem mutacdes (ATCC; Scheffer et al, 1991).
CaSki: Linhagem celular de origem de neoplasia de cérvice uterino humano
metastatica, com propriedade aderente, morfologia semelhante a célula epitelial.
Contém aproximadamente 500 copias do genoma do papillomavirus humano do
tipo 16. Genes p53 e pRB sem mutacdes (ATCC; Scheffer et al, 1991).

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

pRB com mutagdes (ATCC; Scheffer et al, 1991).

4.2) Condigoes de cultura e manutencéo das linhagens celulares

As células foram cultivadas a 37°C em frascos plasticos descartaveis contendo meio de

crescimento DME suplementado com 10% de soro fetal bovino, 25 pg/ml de ampicillina e

100pg/ml de estreptomicina, em atmosfera imida de 5% CO;. As células foram sub-cultivadas

sempre que atingiram 80% da densidade de saturacdo utilizando tripsina a 0,1% em PBSA

(tampao fosfato livre de Calcio e Magnésio) contendo 1mM EDTA, tendo sido a cultura

previamente lavada com solu¢do de PBSA. Os estoques celulares sdo mantidos no meio de
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cultivo contendo 10% DMSO (dimetilsulféxido) a -190°C, em reservatorio contendo nitrogénio

liquido.

4.3) Preparo dos substratos de Matriz Extracelular

O colageno foi obtido na forma de gel hidratado e estéril, proveniente de extracdo de
colageno tipo I de tenddo de cauda de ratos Wistar, segundo Maria & Wada, 1996. Foram
extraidos 1,5 g de tenddo de caudas de ratos Wistar. As fibras foram entdo lavadas com alcool
70% e, apds a assepsia foram adicionados 100ml de acido acético 0,5M por 48 horas a 4°C.
Apos esse periodo centrifugou-se a solugdao obtida por 3 horas a 2000g. O sobrenadante foi
entdo recolhido e misturado com igual volume de NaCl 20%. A fase aquosa foi drenada e o
precipitado foi centrifugado por 3 horas a 2000g. O precipitado é redissolvido em 100ml de
acido acético 0,5M e dialisado por 2 dias, com duas trocas diarias de 4gua contra 10x o volume
de gel. O gel obtido foi entdo liofilizado. Para o uso, pesou-se o gel liofilizado, o qual foi
redissolvido em 4cido acético 0,02N para a concentracdo desejada (2 mg/ml).

O substrato de MATRIGEL® é uma mistura de diferentes elementos de MEC, sendo
uma prepara¢io de membrana basal extraida de sarcoma de rato. E composto de laminina em
sua maioria, seguido de coldgeno tipo IV, proteoglicanos, entactina, nidogénio, TGF-alfa,
ativador plasminogénico tecidual entre outros fatores de crescimento. A aquisicdo foi feita
junto a empresa Cultrex, MA, USA e também doado pelo Dr. Matthew Hoffaman NIH/NIDC -
USA. Este foi diluido em meio DME livre de soro na propor¢do 1:1, o que resultou na

concentragdo de uso de 5 mg/ml.

4.4) Curvas de crescimento
Para a realizagdo deste ensaio foram plaqueadas, em placas 24 pocos descartaveis,
10°células das linhagens celulares analisadas/por pogo, em pléstico, gel de colageno tipo I e

Matrigel. As células foram mantidas em meio de crescimento DME de acordo com o item 4.2.
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As células foram coletadas nos dias 1, 3, 5, 7 ¢ 9 de cultivo, através de tripsinizacio.
Colagenase (Img/ml, tipo 1A, Sigma) associada a acdo da tripsina foram utilizadas para células
cultivadas em colageno e solugdo de Versene (solugdo de PBSA + 5SmM de EDTA) associada a
tripsina para as células cultivadas em Matrigel. Apds a coleta, as células foram fixadas em
solugdo 3,7% formaldeido-PBSA e contadas em camara de Neubauer. Com esses dados feitas
curvas de crescimento e calculados os tempos de dobramento, utilizando o programa Microsoft
Excell.

O material foi documentado utilizando o microscépio Nikon, aumento 200X, com ajuda

do programa Image Pro Plus 4.1.

4.5) Ensaio de Invasédo em colageno

Para analise de microscopia 6ptica, 10° células de cada linhagem foram plaqueadas em
placas 24 pogos na presenca de gel de colageno tipo I (2 mg/ml). As células foram cultivadas
por 5 dias. A fixacdo utilizou solugcdo Karnovsky (tampao fosfato Sorensén 0.1M, pH 7.2,
contendo 5% paraformaldeido e 2.5% glutaraldeido) e as amostras enviadas para o Laboratério
de Microscopia e Microanalises do Professor Sebastido R. Taboga do Departamento de
Biologia do IBILCE- UNESP, em Sao José¢ do Rio Preto para processamento dos cortes e
aquisi¢ao de imagens.

As amostras fixadas foram desidratadas em uma séric de diluigdes de etanol e
embebidas e fixadas em parafina (Histosec, Merck). Cortes de 3 pum de espessura foram
corados com hematoxilina-eosina (Behmer et al, 1976) para estudos morfoldgicos. Secc¢des de
cada amostra foram observadas e fotografadas utilizando o microscépio de luz Olympus BX-

60, com auxilio da cAmera CCD-IRIS (Sony) e sofware Image Pro Plus (Media Cybernetics).
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4.6) Extracdo de RNA total

As trés linhagens celulares foram plaqueadas na densidade de 10° células/placa 100
mm, nos trés substratos estudados. As coletas foram realizadas apds 5 dias de cultivo. Para a
coleta removeu-se o meio, lavou-se as células por 3 vezes com PBSA. Apds a lavagem,
adicionou-se 1 mL de solucao de lise (isotiocianato de guanidina 4M + citrato de s6dio 25mM
+ 7 uL de B mercaptoetanol 0.1M) sobre a camada de células e, com auxilio de uma espatula
raspou-se toda a camada celular; transferiu-se o lisado para um tubo devidamente rotulado e
este lisado foi imediatamente armazenado em freezer -80 °C. A purificagdo do RNA foi feita
por ultracentrifugacdo com cloreto de césio (Chirgwin et al, 1979) em ultracentrifuga Beckman
L8-80M rotor SW50.1, a 37000 rpm. Acrescentou-se 1,5 mL de CsCI2 por tubo da
ultracentrifuga e adicionou-se lentamente sobre a solu¢do de CsCI2 o lisado, deixando escorrer
pela parede do tubo. A centrifuga¢ado foi feita por 16-18 horas. Apos a centrifugagdo, removeu-
se o liquido sobrenadante com pipeta Pasteur ¢ emborcaram-se os tubos sobre papel toalha.
Ap0s o procedimento padrdo, adicionaram-se 30 uL de dgua milli-Q autoclavada por tubo para
ressuspender o RNA. Os tubos foram agitados e aquecidos a 65°C por 10 minutos e colocados
no gelo. A quantificagdo dos RNAs foi realizada em espectrofotometro (Beckman DU640)
sendo feitas leituras nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Apo6s a quantificagdo
espectrofotométrica, a qualidade dos RNAs pode ser verificada em gel de agarose-formaldeido.

Foram considerados de boa qualidade os RNAs que apresentaram uma razdo da
absorbancia 260/280nm com valores proximos de 2. Nos géis de agarose-formaldeido pode-se
confirmar a quantificacdo do espectrofotometro e a relagdo das bandas referentes as fragdes
18S e 28S do RNA. A banda correspondente a fracdo 28S idealmente deve apresentar o dobro
da intensidade da banda correspondente a fragdo 18S, uma vez que a molécula correspondente
a fracdo 28S ¢ maior e incorpora uma quantidade maior de brometo de etidio. Com os RNAs

obtidos foram realizados ensaios de real time PCR. Armazenamos o0 RNA a —80°C.
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4.7) Real-time PCR

4.7.1) Preparacao dos cDNAs

O primeiro passo consistiu em tratar os RNAs extraidos com DNAse I (Invitrogen) para
eliminar contaminagdo por DNA gendmico. Em seguida realizou-se uma transcri¢cdo reversa
utilizando oligo-DT (500ug/ul, Amersham) juntamente com random primers (100ng/uL,
Amersham). A enzima utilizada foi a SuperScript II (Invitrogen 200U/uL), além de RNAse
OUT (Invitrogen) para evitar a degradagdo do RNA template. Ao final da transcri¢do reversa
foi adicionada RNAse H (USB, 5 U/uL). Adicionamos 40uL de TE por tubo de reagdo, tendo
assim cDNAs numa diluigao 1:3. Os cDNAs foram armazenados em freezer -20°C.
4.7.2)Teste da eficiéncia da transcricéo reversa

Para testar a qualidade do cDNA, foram feitas reagdes de PCR para trés genes
diferentes: GAPDH — gene expresso constitutivamente: esperdvamos ver o cDNA amplificado
em todas as amostras; MLHI- primers localizado em uma regido intronica: onde ndo
esperavamos ver amplificagdo em nenhuma das amostras e se ocorresse amplificagdo seria sinal
de que a mostra estaria contaminada com DNA gendmico; NOTCH-1- gene muito longo: como
a transcri¢do reversa se inicia na cauda poli-A do mRNA, na extremidade 3, pode ser que a
transcriptase reversa ndo alcance a extremidade 5°da molécula, o que ¢ um problema para
genes muito longos. Os primers utilizados para NOTCHI1 reconhecem a extremidade 5°, o que
quer dizer que se houver amplificacdo neste caso, o cDNA foi transcrito até o final e tem boa
qualidade.

Mix para reagdo de PCR (volumes para uma reacgdo): 6,7ul dgua MiliQ estéril + 1pul
Tampao com NH410X (Fermentas) + 0,6ul MgCl, 25mM + 0,2ul ANTP 10 mM + 0,2ul Primer
F + 0,2ul Primer R + 0,1ul Taq Polimerase Fermentas 5U/ul + 1ul Template (cDNA diluido

1:60). Em primeiro lugar preparamos um mix com tudo menos os primers. Dividimos em trés
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partes e adicionamos os primers. A partir dai colocamos 9ul por poco da placa de PCR e por
ultimo o template.
4.7.3) Reacdo de Real Time PCR

Para a reacdo de real time PCR dilui-se novamente os cDNAs obtidos, para uma
dilui¢do final 1:180. As reacdes foram feitas no volume final de 12uL, contendo 3 uL da
mistura de um dos pares de primers Foward e Reverse de cada gene, 3 uL de cDNA
proveniente do RT-PCR na diluicdo 1:180 ¢ 6 uL de SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems).

Foram utilizados primers dos genes de interesse, MMP-2, MMP-9, MT1-MMP, RECK
e TIMP-2 e como controles internos os primers dos genes GAPDH e Tubulina. Os primers
para MMP-2, MT1-MMP, TIMP-2 (Figueira et al, manuscrito em preparacao), RECK,
GAPDH e Tubulina foram gentilmente cedidos pela Dra. Mari Cleide Sogayar (IQ-USP). As

seqiiéncias dos primers utilizados séo:

h-RECK

F: 5> TGCAAGCAGGCATCTTCAAA 3’
R: 5> ACCGAGCCCATTTCATTTCTG 3’
h-MMP-9

F: 5> GAGGTGGACCGGATGTTCC3’

R: S’ AACTCACGCGCCAGTAGAAG3’
h-GAPDH

F: 5> ACCCACTCCTCCACCTTTGA 3’

R: 5> CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT 3°
h-TUBULINA

F: 5> TCAACACCTTCTTCAGTGAAACG 3’

R: 5> AGTGCCAGTGCGAACTTCATC 3°
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Todos os primers foram desenhados em diferentes éxons, para se evitar a possibilidade
de contaminacdo com DNA genomico utilizando o programa Primer3 (2004). A especificidade
de cada primer foi verificada através do BLAT (2005). Os primers para RECK, MMP-9,
GAPDH ¢ Tubulina foram sintetizados pela IDT Inc, (Coralville, IA, USA), e os primers para
MMP-2, MT1-MMP TIMP-2 foram sintetizados pela Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

O ensaio de Real-time PCR foi realizado no aparelho Gene Amp 5700 Sequence
Detection System (PE - Applied Biosystems) nas seguintes condigdes: desnaturagdo inicial a
95°C por 10 minutos, desnaturacdo a 95°C por 10 segundos, anelamento dos primers e extensao
a 60 °C por 1 minuto. Cada amostra foi feita em triplicata bioldgica, usando duplicata de pogos.
Como controle negativo para a reagao de real-time PCR foram utilizados pogos que continham
o mix da reagdo mais os primers, na auséncia do template (cDNA). A analise das curvas de
melting e de dissociagdo foi feita ao final de cada corrida como controle da qualidade da
amplificacdo génica. O threshold (cycle threshold -Ct) de cada corrida foi padronizado como
0.1, ponto no qual a amplificacdo observada estava na fase logaritmica.

Para analise da expressdo génica através de Real-time PCR foi utilizado o método
Delta-Delta Ct (AACt) (Livak & Schmittgen, 2001). Calculou-se inicialmente o ACt de cada
amostra, subtraindo-se os valores de Cr (threshold cycle ou limiar do ciclo) do gene controle
(GAPDH ou Tubulina) dos valores de Ctdo gene alvo. Apos determinagdo do ACrt da amostra,
escolheu-se como amostra normalizadora o cDNA de C33A (HPV negativa) cultivada na
auséncia de substrato. Para o calculo do AACr utilizou-se a formula seguinte: [ACt (amostra) —

2-AACT

ACr (amostra normalizadora)]. Uma vez determinado o AACr, aplicou-se a formula , que

resultou no valor da expressao génica relativa.
Para utilizarmos o método comparativo ou 2*“T, foi necessario determinarmos

inicialmente a eficiéncia de amplificacao do gene alvo e do controle interno. Para tanto foram

feitas curvas de diluigdes seriadas dos pools de cDNAs para cada um dos genes estudados,
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partindo dos cDNAs diluidos na propor¢ao 1:3 v/v. Para comparar a eficiéncia de amplificacao
dos dois genes, subtraecm-se os valores de Ct do gene controle dos valores de Cr do gene alvo.
A diferenca ¢ plotada contra o logaritmo da dilui¢do de cDNA. Quando a inclinagdo da reta
(slope), for menor ou igual que 0,1 a eficiéncia de amplificacdo ¢ comparavel, podendo-se

assim utilizar este método.

4.8) Zimografia

O ensaio de zimografia foi padronizado de acordo com Oh et al, 2001 e Kato et al,
2002. O ensaio de zimografia ¢ uma técnica que usa a eletroforese a fim de identificar a
atividade proteolitica indireta de gelatinases (MMP-2 ¢ MMP-9), suas isoformas e seus pesos
moleculares. A zimografia visa avaliar qualitativa e quantitativamente as proteases presentes
em amostras de tumores ¢ em cultura de células com meio condicionado (Kleiner & Stetler-
Stevenson, 1994). Uma vez padronizado o ensaio, seguiu-se o experimento planejado

utilizando-se as células cultivadas em plastico, colageno e Matrigel.

4.8.1) Obtencao das proteinas coletadas no meio de cultura

Para o ensaio de zimografia, as linhagens SiHa, CaSki eC33A, foram plaqueadas em
placas 24 pocos estéreis e descartdveis com gel de coldgeno tipo-I, sem substrato e em
Matrigel. O numero de células foi determinado de acordo com as curvas de crescimento e
ensaios de dilui¢cdo, para que em 24 horas apds o plaqueamento houvesse 80% de confluéncia.

Apo6s 24 horas de crescimento, o meio de cultura foi retirado, as células lavadas 3X com
DME sem soro para remog¢ao do residuo de soro, e submetidas ao carenciamento com DME +
0,1% BSA (bovine serum albumim — Sigma Factor V) por 72 horas, em condigdes ideais de
cultura. Apdés o carenciamento e verificagdo da viabilidade celular, o meio de cultura foi

retirado e centrifugado 2 x 800 rpm por 5 minutos a 4°C para ndo degradar as proteinas.
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Quantificamos as proteinas do meio de cultura através do método colorimétrico de Lowry
(Lowry et at, 1951).
4.8.2) Separacao das proteinas no gel de SDS-PAGE + gelatina

Para separagdo das proteinas, foram feitos géis de SDS-PAGE com 10% de acrilamida e
Img /mL de gelatina. Colocamos 25ug de proteina total de cada amostra por pogo e 10ul de
padrdao de corrida (BIO-RAD 113-20MW) em cada gel. Corremos o gel a 50V 20mA TA
(temperatura ambiente), para compactar as proteinas, e em seguida a 100V 70mA TA por 80
minutos.

4.8.3) Incubacdao e revelacao do gel

Apds corrida o gel foi lavado 2X com 2,5%Triton X-100, 15 minutos cada lavagem
(TA) para retirar o SDS e renaturar as proteinas. Depois lavamos o gel 2X 1 minuto com
Tampao de Incubacdo (0,05M TrisHCI pH 8/ 5SmM CaCl,/ 5uM ZnCl,) TA. Em seguida
incubamos o gel com este mesmo tampao por 17 horas a 37°C em banho-maria em recipiente
fechado. A atividade das metaloproteinases depende dos fons Ca™ e Zn™ mas a molaridade
desses ions ndo pode exceder o indicado acima, o que poderia levar a inibicdo dessas proteinas
(Ambili & Sudhakaran et al, 1999).

O gel foi corado entdo com 0,5% Coomasie brilliant blue R-250 por 30 minutos TA,
agitando—se a cuba e descorado com solucao 10% metanol/ 10% acido acético glacial. O gel foi
digitalizado (450 d.p.i.) no Densitometro de Calibragdo GS-700 BIO-RAD (Bloco 14 FCF) e as
intensidades das bandas e pesos moleculares foram calculados utilizando o programa Molecular
Analyzer (versdo 1.4)

Os géis obtidos foram submetidos a analise densitométrica, transformando-os em uma
imagem em preto e branco. O programa utilizado determina a atividade das gelatinases pela
diferenca entre a banda que apresenta a cor branca local de digestdo das proteinases e o gel de

coloracdo preta, considerado como fundo. Assim, a atividade das gelatinases ¢ determinada
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pela quantificacdo da digestdo da banda, sendo que o maior valor negativo ¢ atribuido a banda
de maior digestdo, portanto maior atividade.

Como controle da atividade das metaloproteinases, géis foram incubados com EDTA
0.5mM e Ilomastat, um inibidor sintético de MMPs (GM6001, Chemicon, Temecula, CA)
0.5mM. Como controle o tamanho das bandas de MMPs foi realizado um ensaio com MMP-2 ¢
-9 recombinantes (Chemicon- Gelatinase zymography standards for human MMP-2 and human

MMP-9).0 ensaio de zimografia foi feito em quadruplicata biologica.

4.9) Analise estatistica

Os dados foram expressos em média e desvio padrao relativo. Para andlise dos dados
das curvas de crescimento e zimografia foi aplicado o teste de varidncia One-Way Anova
seguido do teste de multiplas comparacdes (Teste de Tukey) utilizando o programa GraphPad
InStat software (versdo 3.01 para Windows 95, GraphPad Software, San Diego, California,
USA). Para andlise de expressdo gé€nica relativa foi aplicado o Teste-t em cada par de
condi¢des. Os resultados dos p-values foram demonstrados com (P=x) utilizando o programa R
software (versao 2.2.1 para Windows, R-project.). A significancia estatistica de ambos os testes

foi considerada como P* <0.05, P**<(0.01 e P***< 0.001.
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5) Resultados

5.1) Caracterizacao das linhagens SiHa, CaSki e C33A

Para verificarmos a influéncia do substrato no crescimento celular e na morfologia das
linhagens celulares SiHa, CaSki e C33A, curvas de crescimento foram desenvolvidas para os
trés diferentes substratos, gel de colageno tipo I, Matrigel e pléstico, utilizado como controle
(Fig. 2). Os resultados mostraram que: a) a linhagem C33A apresentou a maior taxa de
proliferacdo, seguida por CaSki e SiHa; b) para 7 dias de cultura, as trés linhagens
apresentaram um menor padrio de crescimento quando cultivadas em gel de colageno tipo-I ou
Matrigel em comparagdo ao pléstico. A linhagem CaSki apresentou uma diferenga significativa
de crescimento entre plastico e os substratos de MEC (P<0.05). As linhagens SiHa e C33A
apresentaram diferencas apenas entre o plastico e o substrato de coldgeno (P<0.05). Além
disso, para as trés linhagens ndo foram observadas diferencas estatisticas no crescimento
celular entre os diferentes substratos de MEC (colageno e Matrigel). Aos 5 dias de crescimento
ndo foram observadas diferengas estatisticas significantes entre os substratos. Os tempos de
dobramento de cada linhagem estdo no Apéndice A.

Considerando o aspecto morfologico, entre as trés linhagens estudadas, ambos os
substratos de matriz, colageno tipo I e Matrigel (Fig.3 D-F, G-I) respectivamente, induziram
alteragdes nas células quando comparado com o plastico (Fig.3A-C), apresentando uma
morfologia poligonal do tipo epitelial, semelhante a morfologia das células epiteliais.

A microscopia optica revelou que aos 5 dias de cultivo SiHa, CaSki e C33A, ndo foram
capazes de invadir o gel de coldgeno, permanecendo na superficie do substrato, onde apenas

uma Unica camada celular pode ser observada (Fig. 4).
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Figura 2: Perfil do crescimento das linhagens celulares de carcinoma cervical
cultivadas em diferentes substratos. Notar o maior crescimento da linhagem C33A em
relacdo a SiHa e CaSki. Cada ensaio foi feito em triplicata. A barra de erro representa o

desvio padrao das medidas obtidas. *P<0.05.
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Figura 3: Aspectos morfoldgicos das células SiHa, CaSki e C33A cultivadas por 5 dias,
observadas em microscopia de contraste de fase, cultivadas em diferentes substratos. (P)
plastico, (C) colageno e (M) Matrigel. Notar que as células apresentam morfologia

modificada na presenga de substrato de matriz extracelular. Aumento de 200X.
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Figura 4: Ensaio de Invasdo em colageno: Microscopia Optica das células cultivadas em
colageno tipo I por 5 dias coradas com HE. Cortes semi-finos (3um de espessura).
Células SiHa (A1, 2, 3) CaSki (B1, 2, 3) e C33A (C1, 2 e 3) apresentam-se aderidas ao
substrato colagénico e formando monocamadas, sem caracteristica de invasdao.Aumento

de 100X.
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5.2) Expressao génica de RECK, TIMP-2, MMP-2, -9 e MT1-MMP em linhagens celulares

de carcinoma cervical.

A fim de avaliar os niveis de mRNA de alguns componentes do degradoma, as
linhagens celulares SiHa, CaSki e C33A foram cultivadas em plastico, gel de colageno tipo I e
Matrigel. Para os ensaios de Real-time PCR foram utilizados dois genes como controle interno,
GAPDH e Tubulina. Os resultados gerados utilizando-se esses dois controles apresentaram o
mesmo perfil, porém passamos a apresentar os dados normalizados com GAPDH. Os
resultados da expressdo génica relativa de RECK, MMP-2, -9, MT1-MMP ¢ TIMP-2 estao
apresentados nas figuras 5-9. A analise estatistica dos dados de real-time PCR encontra-se no
Apéndice B. Os valores de expressdo génica estdo representados no Apéndice C. As curvas de
dissociacdo e a validagdo do método Delta-Delta Ct de cada gene estdo apresentadas
respectivamente nos Apéndices D ¢ E.

Quando comparamos as diferentes linhagens cultivadas em um mesmo substrato,
observamos que a linhagem CaSki (HPV 16 positiva) apresentou uma maior expressdo de
RECK quando comparada as linhagens SiHa (HPV16 positiva) e C33A (HPV negativa), na
auséncia de substrato (plastico) (P<0.001). Para o substrato de coladgeno, a expressao de RECK
foi significantemente maior em CaSki do que em C33A (P<0.01). No substrato de Matrigel,
CaSki apresentou maior expressdo de RECK significantemente diferente de SiHa (P<0.01) e de
C33A (P<0.05). Considerando a linhagem C33A separadamente, o substrato de Matrigel
apresentou uma maior expressao de RECK (P<0.05) em relacdo ao plastico (Fig.5).

As linhagens HPV positivas, CaSki e SiHa, apresentaram uma maior expressdo de
MMP-2 comparada a linhagem HPV negativa C33A, quando cultivadas em plastico (P<0.001)
e em Matrigel (P<0.01). No substrato de coldgeno, CaSki apresentou maior expressdo de
MMP-2 em relagao a C33A (P<0.01). Considerando cada linhagem separadamente, SiHa e

CaSki apresentaram uma maior expressdo de MMP-2 em Matrigel (P<0.05) e C33A no
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substrato de colageno (P<0.01). Além disso, podemos observar um perfil semelhante na
expressao génica de MMP-2 em relacdo aos substratos (Matrigel > coldgeno > pléstico) para
todas as linhagens estudadas. Ao avaliarmos a expressdo génica de MMP-9, observamos que
raros transcritos foram detectados. Devido a este fato, a expressiao de MMP-9 nao apresenta
diferengas estatisticas entre as linhagens HPV positiva ¢ negativa e entre os substratos de
cultivo (P>0.05) (Fig. 6-7).

MT1-MMP, a qual esta envolvida no complexo de ativagio de MMP-2 juntamente com
TIMP-2, também apresentou uma maior expressio em linhagens HPV positivas em
comparagdo a linhagem HPV negativa (P<0.001). Entretanto, quando comparamos os
diferentes substratos para uma mesma linhagem, a expressdo de MT1-MMP nao apresentou
alteracdes significantes (P>0.05), apesar dos dados mostrarem perfis semelhantes de aumento
de expressao para SiHa e CaSki quando cultivadas no substrato de colageno.

Em relagdo a expressdo de TIMP-2, a linhagem HPV positiva SiHa apresentou maior
expressdo do que a linhagem HPV negativa C33A (P<0.001). CaSki apresenta maior expressao
de TIMP-2 do que C33A somente quando cultivada em plastico (P<0.001). Assim como para
MT-1-MMP, quando analisamos as linhagens separadamente, os substratos de matriz ndo
influenciaram a expressao de TIMP-2 (P>0.05).

Os resultados, em conjunto, revelam que para os genes analisados, MMP-2, MT1-MMP
e TIMP-2, as linhagens HPV positivas (SiHa e CasSki) apresentam maior expressao génica do
que a linhagem HPV negativa (C33A). O gene RECK apresentou um padrdo de expressdo
diferente dos outros genes, pois somente na linhagem CaSki observamos um aumento de sua
expressdo, com niveis muito baixos nas demais linhagens observadas. MMP-9 apresentou

niveis muito baixos de expressao génica.
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Figura 5: Expressao génica de RECK normalizada por GAPDH. CaSki apresentou uma
maior expressao de RECK quando comparada com a linhagem SiHa e C33A tanto para o
plastico (P<0.001) quanto para Matrigel (P< 0.05). No substrato de colageno CaSki apresentou
maior expressdo de RECK em relagdo a C33A. Considerando cada linhagem separadamente, o
substrato de Matrigel aumentou a expressao de RECK para C33A em relacdo ao plastico.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Figura 6: Expressdao génica de MMP-2 normalizada por GAPDH. As linhagens HPV
positivas (SiHa e CaSki) apresentaram maior expressao de MMP-2 que a linhagem HPV
negativa (C33A) quando cultivadas em plastico (P<0.001) e Matrigel (P<0.01). Quando as
linhagens sdo analisadas separadamente, observamos um aumento da expressao de MMP-2 para
CaSki e SiHa no substrato de Matrigel (P<0.05) e para C33A no substrato de coldgeno

(P<0.01). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Figura 7: Expressdao génica de MMP-9 normalizada por GAPDH. Notar o baixo nivel
de expressdao génica de MMP-9 em todas as linhagens. Nao foram observadas diferencas
estatisticas entre as linhagens HPV positivas (SiHa e CaSki) e a linhagem HPV negativa

(C33A) em nenhum dos substratos.
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Figura 8: Expressdo génica de MT1-MMP normalizada por GAPDH. Para os trés
substratos, as linhagens HPV positivas (SiHa e CaSki) apresentaram maior expressao de MT1-
MMP que a linhagem HPV negativa (C33A) (P<0.001). Quando analisamos cada linhagem
separadamente, o substrato de matriz ndo influenciou a expressdo génica. *P<0.05, **P<0.01,

*#%p<0.001.
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Figura 9: Expressdao génica de TIMP-2 normalizada por GAPDH. Para os trés
substratos, a linhagem SiHa (HPV positiva) apresentaram maior expressdao que a linhagem
C33A (HPV negativa) (P<0.001). Quando analisamos cada linhagem separadamente, o

substrato de matriz ndo influenciou a expressdo génica. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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5.3) Atividade de MMP-2 e MMP-9

Apbs analise da expressdo génica, nds prosseguimos a analise da atividade das MMP-2
e MMP-9. Para isso, as linhagens SiHa, CaSki e C33A foram cultivadas em gel de colageno
tipo-1, Matrigel e plastico. A figura 10 (A) mostra o gel de zimografia das linhagens SiHa,
CaSki e C33A cultivadas nos trés diferentes substratos. A forma pro-ativa de MMP-9 (PM 92
kDa) apresentou-se como uma banda fraca em todas as linhagens estudadas no plastico e no
Matrigel, mas intensificada na presenca do substrato de coldgeno. Em contraste com a atividade
de pr6-MMP-9, a forma pro-ativa de MMP-2 (PM 68 kDa) apareceu no gel como bandas claras
e definidas em todas as linhagens e substratos estudados. Assim como pro-MMP-9, o substrato
de coladgeno induziu a atividade de pr6-MMP-2, representada por bandas intensas e maiores. A
atividade das MMPs foi confirmada utilizando-se inibidores de MMPs como EDTA (Fig. 10 B)
e llomastat (dado n3o apresentado) no tampao de incubagdo. O EDTA (agente quelante)
impede que o Zn"* e o Ca™ necessarios para ativagio das MMPs, ativem estas enzimas. O
zimograma utilizando as MMPs -2 e -9 recombinantes (Fig 10 C) confirma o padrdo de peso
molecular das pro-MMPs.

Na figura 11, observam-se as quantificagdes das atividades de pr6-MMP-2 e pro-MMP-
9. A atividade de pr6-MMP-2 em SiHa no colageno ¢ aproximadamente 1.8 vezes maior que no
plastico e no Matrigel (P< 0.05). Para CaSki e C33A, essa atividade ¢ aproximadamente 1.7 e
13.5 vezes maior no colageno que no plastico (Fig. 11 A). Os nossos dados mostram que a
atividade de pr6o-MMP-2 no pléstico ¢ maior nas linhagens HPV positivas do que na linhagem
HPV negativa (P<0.01). A atividade de pr6-MMP-9 ¢ menor do que a de pr6-MMP-2 para as
trés linhagens estudadas, sendo que o substrato de colageno para a linhagem CaSki aparece
como indutor da atividade de pr6-MMP-9 (P<0.05) (Fig.11 B). Assim como os dados de
expressdo génica, nao foram observadas diferencas estatisticas para a atividade de pro-MMP-9
entre as linhagens HPV positiva e negativa (P>0.05). A andlise estatistica dos dados de

zimografia apresenta-se no Apéndice B.
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Figura 10: Gel 10% acrilamida e 1% de gelatina para zimografia. Células carenciadas por 72

horas, utilizando-se 25 ng de proteina/pogo. P — plastico, C - colageno tipo [ e M - Matrigel.
Em (A) observamos a atividade de pro-MMP-2 e -9 nas linhagens Siha, CaSki ¢ C33A,

quando cultivadas em diferentes substratos. Notar que a atividade das MMPs evidenciadas

pelas bandas claras. Em (B), gel de zimografia utilizando o inibidor de MMPs EDTA. Notar a

auséncia de bandas nos gel tratado com EDTA confirmando a agdo enzimdtica de

metaloproteinases da figura A. Em (C) gel utilizando o padrao de peso molecular com MMPs

-2 e -9 recombinantes, confirmando o peso molecular das pr6-MMPs -2 e -9. Para B ¢

foram utilizados o substrato de colageno e o plastico como controle.

C
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Figura 11: Quantificagdo das atividades das MMPs. Em pr6o-MMP-2 (A)
observamos para o plastico, que as linhagens HPV positivas (SiHa e CaSki) apresentaram
maior atividade do que a linhagem HPV negativa (C33A) (P<0.01). Notar que para a todas
as linhagens o substrato de colageno tipo I induziu a atividade de MMP-2 (P<0.05). Em
pro-MMP-9 (B), observamos que ndo ha diferengas estatisticas entre as linhagens HPV
positivas e negativa. Para a linhagem CaSki, o substrato de colageno induziu a atividade de
pro-MMP-9 (P<0.05). A atividade da pr6-MMP-2 ¢ maior que a de pro-MMP-9 em todas

as linhagens em todos os substratos. *P<0.05 **P<0.01.

52



53
6) Discussdo

Estudos recentes tém demonstrado que niveis elevados de expressao e atividade de
MMP-2, MMP-9 e de expressdao de MTI-MMP estao associados a progressao e invasao dos
carcinomas escamosos de cérvice uterina (Sheu et al, 2003; Gaiotto et al, 2004, Asha et al,
2003; Brummer et al, 2002; Zhai et al 2005, Gilles et al., 1996). Entretanto, pouco se sabe a
respeito da capacidade de invasdo, expressao e producdo de MMPs, bem como de seus
inibidores em tumores cervicais (Smola-Hess, 2005). Além disso, ndo ha dados na literatura a
respeito de uma correlagdo direta dos indices aumentados de MMPs e a presenga do virus HPV.

Nos avaliamos alguns componentes do degradoma,o qual é formado por um conjunto de
proteinases expressas por uma célula, tecidos ou organismos, que atuam na progressao tumoral
(Overall & Lopes-Otin, 2002), tais como MMP-2, -9 e MT1-MMP, e seus inibidores TIMP-2 ¢
RECK, sendo que este ultimo nunca foi relatado em tumores cervicais.

Nossos dados demonstram que a linhagem HPV negativa C33A tem uma taxa de
proliferacdo maior do que as linhagens HPV positivas CaSki e SiHa. A capacidade de E6 ¢ E7
fazer com que as células infectadas ndo controlem mais os checkpoints de seu ciclo celular ¢
importante para que ocorra a imortalizacao de queratindcitos primarios, além disso, a expressao
desses oncogenes ¢ necessaria para que ocorra a manutencdo da proliferacdo. Apesar da
linhagem C33A ndo expressar os oncogenes E6 e E7, ela possui uma alta taxa de proliferagao,
provavelmente devido ao acimulo de mutagdes nos genes que controlam o ciclo celular, como
p53 e pRB (Scheffer et al, 1991).

O retardo de crescimento celular em substrato de matriz extracelular, seja em coldgeno
ou em membrana basal reconstituida (Matrigel), ¢ relatado como resultado da indugdo de
diferenciagdo celular nestes substratos, uma vez que as células primeiramente necessitam

reconhecé-lo, adiando a diviso e privilegiando a migracao sobre o substrato. Assim, de acordo
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com Cocoran & Del Maestro, 2003, os fendmenos de divisao e migragdo celulares sdo eventos
temporalmente exclusivos.

Para varios autores a diferenca que existe entre invasdo ¢ migragdo reside nas barreiras
que a célula precisa transpor para ir de um local a outro, portanto, a invasao ¢ definida como a
migragdo através de uma matriz obstrutiva. Para vertebrados, um ensaio classico para avaliar a
capacidade de invasdo do estroma por células tumorais consiste em analisar o nimero de
células dentro de géis de colageno, que foram cultivadas em sua superficie (Mareel & Leroy,
2003). O Matrigel, comparado aos géis de colageno, apresenta uma menor densidade e uma
integridade mecanica mais frouxa, o que facilita a invasdo celular (Sieuwerts et al. 1997,
Demou & Mclntire, 2002). O gel de colageno 3D que possui ligacdes cruzadas evita a
migracdo dependente de protedlise em relacdo ao gel de coldgeno ndo possui estas ligagdes
(Even-Ram &Yamada, 2005).

Estas células quando cultivadas em substratos de coldgeno e Matrigel, assemelham-se
morfologicamente as células da porcdo do epitélio escamoso. Tal alteragdo morfologica,
entretanto, ndo representa o processo invasivo em substrato de coldgeno no tempo observado de
5 dias de cultura. Kato (2002) descreve o processo invasivo de vdrias linhagens de carcinoma
cervical, entre elas, SiHa, CaSki e C33A em 3 dias de cultivo em ensaios de “transwell’ cuja
superficie foi recoberta com Matrigel. Os ensaios de invasdo de Kato et al, 2002 mostram que
CaSki e SiHa apresentam altas taxas de invasdo enquanto C33A apresenta uma taxa menor,
embora também migre através do “transwell”. A capacidade invasiva destas linhagens foi
correlacionada positivamente com a expressao e secregdo MMP-2, mas ndo com MMP-9.

Sendo assim, baseados nestes dados de Kato (2002), aos 5 dias de cultivo as células ja
migraram para o interior do Matrigel ou ainda estdo na superficie do gel de coldgeno. Em
fun¢do de responder se os diferentes substratos tém influéncia na expressdo das enzimas
envolvidas no processo invasor, nds passamos a analise quantitativa da expressdo génica

através de real-time PCR.
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Os dados apresentados aqui mostram que ha maior nivel de expressio de MMP-2 nas
linhagens HPV positivas do que na linhagem HPV negativa. A literatura relata que tumores
cervicais humanos apresentam ativagdo e expressaio de MMP-2 gradualmente aumentadas
durante progressao tumoral e estdo relacionadas com pior prognoéstico do paciente (Brummer et
al, 2002; Sheu et al, 2003; Gaiotto et al, 2004). Iwasaki e colaboradores (2002) demonstraram
que a expressao de MMP-2 ¢ semelhante para SiHa e CaSki, dados de Northern blot que estao
de acordo com nossos dados de real-time PCR.

Sabe-se que In Vvivo, carcinomas microinvasores € in Situ apresentam niveis menores de
MMP-2 do que aqueles apresentados por células que estdo em estagios de invasdo
microvascular ¢ metastatico (Nuovo et al, 1997). Assim, era esperado que houvesse uma
modula¢ao da atividade desta MMP nos substratos de MEC, uma vez que este tempo de cultivo
representaria os processos iniciais de invasao in vivo, simulado in vitro, com o crescimento em
Matrigel como indicado pela literatura (Kato et al, 2002); e que colageno, simularia o
crescimento e invasdo em estroma tumoral. Nossos dados mostram que mesmo as células ndo
invadindo o gel de colageno, hd uma maior expressao de MMP-2 quando essas linhagens sdo
cultivadas em substratos de matriz extracelular.

A andlise de expressao de MT1-MMP nos mostra um perfil semelhante ao de MMP-2,
onde as linhagens HPV positivas, SiHa e CaSki, apresentam a expressdo maior deste gene
comparativamente com C33A, a linhagem HPV negativa.

Smola-Hess et al, 2005, descrevem que MT1-MMP ¢ constitutivamente expressa em
varias células HPV positivas (SiHa e CaSki (HPV 16), C4-1, SW756, Hela (HPVI18) e
queratindcitos HPV 16 ou 18) e que, queratindcitos normais transformados com E7 de HPV de
alto risco (16 e 8) também expressam altos niveis de MT1-MMP, sugerindo que o virus deva
contribuir para a sua expressdo. A alta expressdao de MT1-MMP foi também relatada por Sheu

et al, 2003 em espécimes de cancer cervical e durante o processo invasivo in Vivo.
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Recentemente, Zhai et al., 2005 demonstraram que a expressdo protéica de MT1-MMP
apresenta-se maior em SiHa e CaSki, mas ¢ indetectavel em C33A.

O zimégeno de MMP-2 ¢ constitutivamente produzido na maioria dos tipos celulares
(Ries & Petrides, 1995). A ativagdo da pro-MMP-2 ocorre na superficie celular pela clivagem
inicial realizada por MT1-MMP, em um processo regulado pela TIMP-2. O complexo ternario
pro-MMP-2, TIMP-2 e MT1-MMP permite a ativagdo de MMP-2 por outra TIMP-2 livre e por
uma MMP-2 ativa, que remove o pro-peptideo clivado inicialmente (Ellerbroek & Stack, 1999;
Sternlicht & Werb, 2001; Bernardo & Fridman, 2003). O inibidor tecidual de metaloproteinases
TIMP-2 também apresenta maior expressao nas linhagens HPV positivas do que na linhagem
HPV negativa. A formagdo do complexo ternario pelas MMP-2, MT1-MMP e TIMP-2 pode
explicar os niveis elevados destes trés genes nas linhagens HPV positivas, SiHa e CaSki,
sugerindo que o HPV pode estar envolvido na expressdo dessas MMPs. Além disso, niveis
elevados de TIMP-2 observados podem representar um processo de contengdo da invasdo
tumoral. Estudos com amostras de pacientes revelam que ha uma diminui¢do da expressdo de
TIMP-2 de acordo com o aumento da malignidade do tumor, provavelmente através de
metilacdo (Sheu et al., 203; Ivanova et al., 2004).

Os niveis de MMP-9 para as trés linhagens estudadas nos trés diferentes substratos
encontrados sd3o muito baixos, ndo apresentando diferenca estatistica. Os baixos niveis de
expressao de MMP-9 em tumores de colo de ttero foram relatados por outros autores (Iwasaki
et al, 2002; Smola Hess 2001) e confirmado neste trabalho por real-time PCR.

Tem sido descrito que o restabelecimento da expressdo de RECK em linhagem HT1080
de fibrosarcoma resulta em uma diminuicao da secrecdo tanto da forma intermedidria, quanto
da forma ativa de MMP-2, sugerindo que RECK regula a ativa¢do da pro-MMP-2 por inibir
duas enzimas proteoliticas necessarias para o seu processamento, especificamente as enzimas
MTI1-MMP e a propria MMP-2 ativa (Oh et al., 2001). Além disso, RECK também se liga a

MMP-9 e inibindo sua atividade proteolitica (Takahaski et al, 1998). Niveis muito baixos de
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RECK foram detectados em nossos ensaios, ndo mostrando correlagdo com o substrato de
cultivo e com a presenca ou nao do virus HPV.

No entanto, os resultados mostram que a linhagem CaSki apresenta niveis de RECK
relativamente maiores ao niveis de MMP-9. CaSki contém aproximadamente 500 cdpias do
genoma de HPV 16 integradas em seu genoma celular, enquanto SiHa apresenta apenas um
copia de HPV 16 em seu genoma e C33A ¢ negativa para o DNA do HPV (Badal et al., 2003).
Apesar deste fato, o nimero de copias do RNA de E6 e E7 ndo ¢é considerado diferente entre
CaSki e SiHa (Wang-Johanning et al., 2002), uma vez que a maioria das copias do genoma de
HPV 16 esta hipermetilada em CaSki e ndo metilada em SiHa nas regido LCR (long control
region) e no oncogene E6 (Badal et al., 2003).

Seedorf et al. (1987) demonstraram que SiHa e CaSki apresentam diferentes niveis de
expressdo protéica do oncogenes E6, E7 e E4, isto é, CaSki apresenta maiores niveis de E6 ¢
E7 do que SiHa. Uma vez que SiHa e CaSki sdao HPV16 positivas, nos hipotetizamos que os
niveis das oncoproteinas de HPV podem estar aumentando a expressao de RECK na linhagem
CaSki. Para poder analisar esta hipotese, outros modelos nos quais as oncoproteinas virais estao
atuando em transcricionalmente relatam que as oncoproteinas E6 e E7 possuem efeitos
evidentes na transcri¢do celular, através da ativagdo ou inibicdo de promotores, resultando no
interrompimento da diferenciacdo celular e na estimulagdo da proliferagdo de queratinocitos
(McHurray et al., 2001; McCance 2005a). E6 ativa o promotor de hTert, transcriptase reversa
da telomerase humana, promovendo a imortalizagcdo celular (Fehrmann & Laimins, 2003), por
outro lado, E7 interage com fatores de transcricdo da familia AP-1, entre eles c-Jun, o qual
potencializa a ativacdo de genes envolvidos na progressao inicial do ciclo celular, como a
ciclina dependente de quinase (cdc25A), promovendo a entrada na fase S (McHurray et al.,
2001; McCance 2005a). Desta forma, E6e/ou E7 podem estar atuando no promotor do gene

RECK, aumentando sua transcrigao em CaSki.
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A literatura indica RECK como um regulador negativo, pos-transcricional, de MMPs -2,
-9 ¢ MT1-MMP (Oh et al., 2001; Noda et al., 2003). Sabendo-se que MMP-2 e -9 dependem
também de eventos transcricionais e pods-traducionais, ja correlacionados com a progressao
metastatica de tumores cervicais, nds prosseguimos a analise zimografica de nosso modelo.

Os nossos dados de zimografia sdo consistentes com os dados de real-time PCR: as
linhagens HPV positivas apresentam maior atividade de pr6-MMP-2 do que a linhagem HPV
negativa. Apesar da expressdo de pro-MMP-9 ser muito baixa, nds demonstramos sua
atividade, sugerindo que talvez poucas copias sejam suficientes para a produgdo do zimdégeno
de MMP-9. Além disso, tanto a atividade quanto a expressdo de MMP-9 parecem nao estar
relacionadas com a presenga do virus HPV. Kato et al. (2002) demonstraram por ensaio de
zimografia que tanto SiHa quanto CaSki apresentam maior atividade de MMP-2 do que C33A ¢
que a atividade de MMP-9 ¢ menor do que a atividade de MMP-2 para as trés linhagens, como
confirmado neste trabalho por real-time PCR e zimografia.

Através da zimografia observarmos que as atividades de pro-MMP-2, para todas as
linhagens, e pro-MMP-9, para CaSki, ¢ maior quando estas células sdo cultivadas em gel de
colageno tipo 1. Além disso, foi observado que o gel de coldgeno tipo I parece induzir a
expressdo génica de MT1-MMP para SiHa e CaSki. Alguns estudos relatam que células
cultivadas em altas concentracdes de colageno tipo I (750 pg/ ml) possuem maior ativagao de
MMP-2 (Théret et al, 1999; Takino et al, 2004) aumentando sua capacidade invasiva (Takino et
al, 2004).

Takino et al. (2004) propdem uma hipétese de que o coladgeno induziria a ativagdo de
MMP-2, cultivando células da linhagem HT1080 em gel 3D de coldgeno tipo I: O coladgeno
tipo I ativa a proteina mitogénica-quinase ERK (CA-MEK, mitogen-activated protein-ERK
kinase) que ativa quinase reguladora de sinal extracelular (ERK, extracelullar signal-related
kinase) a qual, por sua vez, ativa MT1-MMP, que em um mecanismo de “feed-back™ positivo

ativa ERK. MTI-MMP ent3o atua no complexo de ativagdio de MMP-2. Para que haja uma
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inducdo sustentada de ERK e MMP-2, ¢ necessario que as células tumorais estejam em
substrato de coldgeno tipo I 2D com alta concentragdo ou em gel 3D. Embora tenha sido
observado neste trabalho que o coldgeno parece induzir a expressio de MTI-MMP ¢ a
atividade de pro-MMP-2, as vias que regulam estes eventos precisam ser melhor elucidadas.

De acordo com o que foi originalmente proposto por Takahaski et al, 1998. RECK
regula a atividade das MMP-2 e MMP-9. No entanto, nossos resultados mostram que a
atividade das pro-MMPs -2 e -9 ndo parecem ser reguladas por RECK, uma vez que nao ha
uma correlagdo entre aumento da expressdo de RECK e diminui¢do da atividade de MMPs. Nos
hipotetizamos que para o modelo de carcinoma de cérvice uterina, os inibidores de MMPs que
estejam atuando mais ativamente sejam as TIMPs, no caso TIMP-2, ¢ ndo RECK.

Furomoto et al, 2001, demonstraram que em hepatocarcinomas RECK ¢ MMP-9 sao
expressos em niveis similares tanto na forma de mRNA quanto na forma protéica, ndo
apresentando aparentemente correlacdo inversa entre esses dois genes. Uma vez que RECK ¢
MMP-9 possuem em seus promotores sitios para ligacao do fator transcricional Spl, o qual esta
associado ao aumento da transcricdo destes genes, foi sugerido que esses genes possuem um
mecanismo de regulagdo de expressdo génica semelhante (Sato & Seiki, 1993, Sasahara et al,
1999, Furomoto et al, 2001).

Nossos dados contribuem para a discussdo a respeito do papel do HPV na inducdo de
atividade de pro-MMP-2 e possivelmente para pro-MMP-9, ja que principalmente para pro-
MMP-2 existem diferencas estatisticas demonstrando a maior atividade desta MMP em células
HPV positivas, na auséncia de substrato de MEC. Além disso, nossos dados de expressdo
génica relacionam-se com os dados zimograficos, pois para MMP-2 ¢ observada maior
expressao do que MMP-9.

O papel do HPV como um possivel regulador de MMPs e seus inibidores ainda ndo foi
determinado. Nuovo et al. (1997) demonstraram que ndo ha mudangas significativas no

comportamento invasivo das células que expressam os transcritos de HPV E6 e E7. No entanto,
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Johansson et al. (1999) observaram que a expressdo de MMP-13 (colagenase-3) em CaSKi e
carcinomas vulvares estavam correlacionados com a presenga de HPV oncogénicos, sugerindo
que o HPV pode ter um papel indutor de MMP-13.

Smola-Hess et al. 2005 demonstraram que a expressao do oncogene E7 de HPVs de alto
risco (16 e 8) ¢ capaz de aumentar a expressdo de MT1-MMP em queratindcitos e células da
linhagem HaCaT (células HPV negativas), sugerindo que a oncoproteina E7 possa regular a
expressao dessa MMP.

Em um recente estudo, Vazquez-Ortiz et al (2005) demonstraram que em carcinomas
cervicais invasivos HPV positivos, tanto amostras de tecidos quanto linhagens celulares
superexpressam alguns genes, entre eles MMP-10 (cujo substratos sdo proteoglicanas e
fibronectina), VEGF, IL6 entre outros, fazendo uma correlagdo positiva entre a presenga do
virus HPV e a superexpressao destes genes.

Em um modelo de carcinoma nasofaringeo, foi observado que RECK esta atuando na
interagdo cancer-virus, pois a linhagem TWO04 (carcinoma nasofaringeo) infectada pelo
Epstein-Barr virus (EBV), possui uma maior produ¢do de MMP-9 e apresenta um fendtipo
invasivo e metastatico devido ao papel da proteina viral LMP1 (latent membrane protein -
proteina latente de membrana 1) ao reprimir a transcri¢do do sitio Spl do promotor de RECK
(Liu et al., 2003a).

Em conclusdo, nds demonstramos que o aumento da expressao de MMP-2, MT1-MMP
e TIMP-2 e da atividade de pr6-MMP-2, estdo relacionados com a presenca do virus HPV,
sugerindo que o HPV estd associado com a expressio MMPs e TIMP-2. Uma vez que os
oncogenes E6 e E7 sdo necessarios tanto nos estagios iniciais da infec¢do viral quanto nos
eventos tardios que ajudam as células infectadas a se tornarem invasivas (McCance, 2005b),
futuros trabalhos com os oncogenes do HPV 16 serdo necessarios para elucidar o papel do HPV

no processo invasivo do carcinoma de cérvice uterina.
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APENDICE A

Tempo de dobramento das linhagens SiHa , CaSki e C33A calculados entre o 5° e 7° dias da

curva de crescimento.

Quadro 1: Tempo de dobramento das linhagens de carcinoma cervical humano cultivadas

em substratos de matriz extracelular e no plastico como controle.

Tempo de dobramento (horas)

Substratos SiHa CaSki C33A
Plastico 42,7 54,7 22,2
Coléageno 109,7 83,4 25,3
Matrigel 42.9 36,8 18,7




APENDICE B
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Andlise estatistica dos dados de real-time PCR utilizando o Teste t. Para todos os genes

analisados foram feitas triplicatas bioldgicas. Foram considerados os valores marcados em

cinza escuro que aparecem em ambas as variancias (minima e maxima)>Nao foi feita a

analise estatistica para MMP-9 devido a baixa expressao génica. *P<0.05, **P<0.01,

*#%p<0.001.

Quadro 2: Analise estatistica de RECK

Combinando amostras minimizando variancia

C33AC |C33AM |C33AP |CaSkiC |CaSkiM |CaSkiP [SiHaC SiHaM |SiHaP
C33AC 1] 0.856282| 0.317312| 0.003464| 0.023651| 0.006253| 0.891557| 0.410755| 0.252548
C33AM 11 0.02003| 0.000732f 0.012891| 1.68E-05| 0.435964| 0.096254| 0.013195
C33AP | i 1] 0.000176| 0.002849| 9.66E-07| 0.032162| 0.797588| 0.699406
CaSkiC 1] 0.3581] 0.620351| 0.000742| 0.000129| 0.000122)
CaSkiM i 1] 0.459694| 0.009266| 0.002865| 0.002206
CaSkiP i i 1| 4.19E-08| 6.95E-05| 2.38E-06
SiHaC 1] 0.186207| 0.022205
SiHaM i 1] 0.589019
SiHaP i i 1]
Combinando amostras maximizando variancia
C33AC |C33AM |C33AP |CaSkiC |CaSkiM |CaSkiP |[SiHaC SiHaM  |SiHaP

C33AC 1] 0.869724| 0.365433| 0.006047| 0.036483| 0.009434| 0.180217| 0.514866[ 0.266102
C33AM | 1] 0.036382| 0.001134f 0.019575| 2.11E-05| 0.186801f 0.216977| 0.018578
C33AP | i 1] 0.000239| 0.004461| 3.31E-06] 0.124584| 0.765761| 0.620854
CaSkiC 1] 0.399186] 0.646937[ 0.678778| 0.000344| 0.000155
CaSkiM i 1] 0.501686| 0.513183| 0.005984| 0.003179
CaSkiP i i 1] 0.613419] 0.00044| 5.82E-06
SiHaC 1] 0.13522] 0.113926
SiHaM i 1] 0.527336
SiHaP i i 1]




Quadro 3: Analise estatistica de MMP-2

Combinando amostras minimizando varidncia

76

C33AC |C33AM |C33AP |CaSkiC |[CaSkiM [CaSkiP |SiHaC |SiHaM |SiHaP
C33AC 1] 0.478197| 0.000712] 0.010412] 0.001001| 0.043318| 0.006315| 0.003054| 0.061546
C33AM 1] 0.051244] 0.010343| 0.009089| 0.066373| 0.026984] 0.01208| 0.088776
C33AP i 1] 0.000148| 1.44E-06| 1.54E-05| 6.88E-06| 4.87E-06| 4.53E-05
CaSkiC 1] 0.80176] 0.09685| 0.261654| 0.645475| 0.062565
CaSkiM i 1] 0.017664| 0.107274| 0.728863| 0.004153
CaSkiP i i 1] 0.186373| 0.067679| 0.592678
SiHaC 1] 0.309068| 0.030439
SiHaM 1] 0.027098
SiHaP 1]
Combinando amostras maximizando variancia
C33AC |C33AM |C33AP |CaSkiC |[CaSkiM [CaSkiP |SiHaC |SiHaM |SiHaP

C33AC 1] 0.502377] 0.001905] 0.01282] 0.003996| 0.074603| 0.093079| 0.001643| 0.124184
C33AM 1] 0.056918| 0.011644| 0.010214| 0.072508| 0.067839| 0.007804| 0.105436
C33AP | i 1] 0.000156| 6.04E-06| 3.03E-05] 0.025676| 2.25E-06| 6.23E-05
CaSkiC 1] 0.816225] 0.103565| 0.347762f 0.994869| 0.059977
CaSkiM i 1] 0.04701] 0.311382| 0.70718] 0.016371
CaSkiP i i 1] 0.168604| 0.008551]| 0.546199
SiHaC 1] 0.340513| 0.148154
SiHaM 1] 0.001143
SiHaP 1]




Quadro 4: Analise estatistica de MT1-MMP

Combinando amostras minimizando varidncia

77

C33AC |C33AM |C33AP |CaSkiC |CaSkiM |CaSkiP |SiHaC SiHaM [SiHaP
C33AC 1] 0.979507] 0.559629| 4.98E-07] 0.00045| 1.97E-05| 1.30E-07| 1.78E-07| 8.30E-05
C33AM | 1] 0.609656| 4.50E-06| 0.000512] 2.71E-05| 7.07E-07| 2.31E-06| 4.87E-05
C33AP | i 1] 2.53E-06| 0.000261| 1.46E-05| 4.30E-07| 1.34E-06/ 3.00E-05
CaSkiC 1] 0.024486| 0.292382| 0.033691]| 0.394444| 0.968968
CaSkiM i 1] 0.15138] 0.00134| 0.008241| 0.052965
CaSkiP i i 1] 0.009747) 0.090795| 0.396679
SiHaC 1] 0.1329( 0.119612
SiHaM i 1] 0.573673
SiHaP i i 1]
Combinando amostras maximizando variincia
C33AC |C33AM |C33AP |CaSkiC |CaSkiM |CaSkiP |SiHaC SiHaM  |SiHaP

C33AC 1] 0.982122| 0.611304| 2.29E-06] 0.001767| 2.33E-05 2.09E-05| 1.09E-06f 4.34E-06
C33AM 1] 0.618839| 5.76E-06| 0.00189| 3.47E-05| 1.70E-05| 2.80E-06[ 1.10E-05
C33AP i 1] 3.42E-06| 0.001066| 1.94E-05| 1.18E-05| 1.72E-06| 6.33E-06
CaSkiC 1] 0.055138] 0.317433] 0.06042 0.418569| 0.48246
CaSkiM i 1] 0.215672] 0.004845| 0.022125] 0.119552
CaSkiP i i 1] 0.019834]| 0.102904| 0.688207
SiHaC 1] 0.146815| 0.027874
SiHaM 1] 0.145764

SiHaP

1




Quadro 5: Analise estatistica de TIMP-2

Combinando amostras minimizando varidncia
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C33AC |C33AM |C33AP |CaSkiC |[CaSkiM [CaSkiP |SiHaC |SiHaM |SiHaP
C33AC 1] 0.455922] 0.503954| 0.781471] 0.215861| 0.000637| 2.68E-05| 6.02E-05 0.001955
C33AM 1] 0.964047] 0.619265| 0.123705] 0.000505| 1.97E-05| 7.04E-05| 0.000865
C33AP i 1] 0.630462| 0.130876[ 0.000894] 3.48E-05| 0.000135| 0.001022|
CaSkiC 1] 0.668431| 0.354925| 0.130547) 0.171259| 0.251006
CaSkiM i 1] 0.396017] 0.063981| 0.103972[ 0.227969
CaSkiP i i 1] 0.009203| 0.002873| 0.380894
SiHaC 11 0.37039| 0.223617
SiHaM 1] 0.443231
SiHaP 1]
Combinando amostras maximizando variincia
C33AC |C33AM |C33AP |CaSkiC |[CaSkiM [CaSkiP |SiHaC |SiHaM |SiHaP

C33AC 1] 0.471602| 0.516689| 0.787073] 0.251943| 0.000881| 0.000743| 6.98E-05| 0.000947
C33AM 1] 0.964699| 0.627982| 0.151547| 0.000556] 0.000378| 5.29E-05| 0.000431
C33AP | i 1] 0.63887] 0.159022| 0.000942] 0.00039] 9.96E-05] 0.00067
CaSkiC 1] 0.680529] 0.366399| 0.107451] 0.190409] 0.340535
CaSkiM i 1] 0.434771] 0.060087| 0.142911] 0.390095
CaSkiP i i 1] 0.043434| 0.019008| 0.767288
SiHaC 1] 0.277331| 0.060847
SiHaM 1] 0.100895
SiHaP 1]




Analise estatistica dos dados de zimografia utilizando o ANOVA (Tukey). Todos os géis
foram feitos em quadruplicata..

Quadro 6: Analise estatistica dos dados de zimografia utilizando o teste

de variancia

(Tukey)

Dados Estatisticos de Zimografia utilizando ANOVA

Mesma linhagem nos diferentes substratos:

P=plastico, C=colageno, M=matrigel

MMP-2 MMP-9
SiHa PxC* PXC P>0.05
PxM P>0.05 PXM P>0.05
CxM * CXM P>0.05
CaSki PxC P>0.05 PxC*
PxM P>0.05 PxM P>0.05
CxM * CxM P>0.05
CS33A PxC ** PXC P>0.05
PxM P>0.05 PXM P>0.05
CxM * CXM P>0.05

Mesmo substrato nas diferentes linhagens:

S=SiHa, Ca=CaSki, C=C33A

MMP-2 MMP-9
Plastico SxCa P>0,05 SxCa P>0.05
SxC ** SxC P>0.05
CaxC ** CaxC P>0.05
SxCa P>0.05 SxCa P>0.05
Colageno SxC P>0.05 SxC P>0.05
CaxC P>0.05 CaxC P>0.05
SxCa P>0.05 SxCa P>0.05
Matrigel SxC P>0.05 SxC P>0.05
CaxC P>0.05 CaxC P>0.05

Obs: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Apéndice C

XA o . Ita-delta Ct (DD
Tabelas com os valores de expressdo génica utilizando a formula 291412 €1 (OPCY o5 oenes

analisados. Cada coleta foi normalizada por C33A plastico correspondente.

Quadro 7: Valores de expressdo génica de RECK utilizando GAPDH como gene

constitutivo.
Amostras de RECK x GAPDH
1* Coleta | 2% Coleta | 3* Coleta Média | Desvio-padrio
SiHa P 1,06 0,97 0,99 1,01 0,05
SiHa C 1,57 1,69 1,04 1,44 0,35
SiHa M 1,22 1,55 0,63 1,13 0,47
CaSki P 4,76 8,97 6,25 6,66 2,14
CaSki C 3,56 7,65 3,94 5,05 2,26
CaSki M 3,72 4,76 2,67 3,71 1,05
C33A P 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00
C33AC 1,63 1,86 3,08 2,19 0,78
C33AM 1,38 1,88 1,53 1,59 0,26

Quadro 8: Valores de expressdo génica de MMP-2 utilizando GAPDH como gene

constitutivo.
Amostras de MMP-2 x GAPDH
1? coleta 2% coleta | 3*coleta M¢édia Desvio-padrao
SiHa P 15,67 13,13 16,34 15,05 1,69
SiHa C 26,45 16,39 22,94 21,93 5,10
SiHa M 66,72 15,83 58,08 46,88 27,23
CaSki P 8,82 7,86 9,22 8,63 0,70
CaSki C 78,79 9,88 20,97 36,55 37,00
CaSki M 102,18 13,64 30,06 48,63 47,10
C33AP 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00
C33AC 11,04 7,49 3,26 7,26 3,90
C33A M 34,54 1,05 1,68 12,42 19,15




Quadro 9: Valores de expressdo génica de MMP-9 utilizando GAPDH como gene

constitutivo.
Amostras de MMP-9 x GAPDH
1% coleta 2% coleta 3* coleta M¢édia Desvio-padrao
SiHa P 0,03 0,82 0,25 0,4 0,4
SiHa C 0,02 0,31 0,22 0,2 0,1
SiHa M 0,01 6,63 0,35 2,3 3,7
CaSki P 0,02 5,24 2,12 2,5 2,6
CaSki C 0,80 0,29 0,24 0,4 0,3
CaSki M 0,29 5,64 2,76 2,9 2,7
C33AP 1,00 1,00 1,00 1,0 0,0
C33AC 0,21 0,45 4,00 1,6 2,1
C33AM 5,64 1,71 5,74 4.4 2,3

Quadro 10: Valores de expressdo génica de MT1-MMP utilizando GAPDH como

gene constitutivo.

Amostras de MT1-MMP x GAPDH

1* Coleta | 2* Coleta 3? Coleta Média Desvio-padrao

SiHa P 33,47 26,70 28,25 29,47 3,55
SiHa C 47,18 78,52 42,96 56,22 19,43
SiHa M 24,59 37,92 41,07 34,53 8,75
CaSki P 19,09 19,29 16,00 18,13 1,85
CaSki C 22,47 27,66 21,93 24,02 3,16
CaSki M 10,78 9,51 8,51 9,60 1,13
C33AP 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00
C33AC 0,68 1,34 1,91 1,31 0,61
C33AM 0,36 1,60 3,13 1,69 1,39

Quadro 11: Valores de expressdo génica de TIMP-2 utilizando GAPDH como gene

constitutivo.
Amostras de TIMP-2 x GAPDH
1* Coleta | 2* Coleta 3* Coleta M¢dia Desvio-padrao
SiHa P 17,57 14,07 15,03 15,56 1,81
SiHa C 23,51 34,78 34,54 30,94 6,44
SiHa M 29,86 24,00 40,93 31,60 8,60
CaSki P 4,92 9,55 18,51 10,99 6,91
CaSki C 7,31 20,89 13,13 13,78 6,81
CaSki M 7,41 5,96 10,02 7,80 2,06
C33AP 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00
C33AC 1,08 0,92 2,52 1,51 0,88
C33AM 2,64 0,85 2,35 1,95 0,96
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Apéndice D

Curvas de dissociacao de cada gene analisado, bem como do gene constitutivo.

Dissociation Cure
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Figura 12: Curvas de dissociagao de GAPDH ap6s reacdo de real-time PCR. Para cada
amostra das triplicatas bioldgicas foram feitas duplicatas dos pogos. Como controle utilizamos

pocos sem amostra, NTC (no template control).
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Figura 13: Curvas de dissocia¢do de RECK apds reagao de real-time PCR. Para cada amostra
das triplicatas biologicas foram feitas duplicatas dos pogos. Como controle utilizamos pogos

sem amostra, NTC (no template control).
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Figura 14: Curvas de dissociacdo de MMP-2 apos reagdo de real-time PCR. Para cada amostra
das triplicatas biologicas foram feitas duplicatas dos pogos. Como controle utilizamos pogos

sem amostra, NTC (no template control).
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Figura 15: Curvas de dissociagdo de MMP-9 apds reacdo de real-time PCR. Para cada amostra
das triplicatas bioldgicas foram feitas duplicatas dos pogos. Como controle utilizamos pogos

sem amostra, NTC (no template control).
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Dissociation Cune
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Figura 16: Curvas de dissocia¢dao de MT1-MMP apos reagdo de real-time PCR. Para cada
amostra das triplicatas biologicas foram feitas duplicatas dos pogos. Como controle utilizamos

pogos sem amostra, NTC (no template control).
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Figura 17: Curvas de dissocia¢ao de TIMP-2 apds reagao de real-time PCR. Para cada amostra
das triplicatas biologicas foram feitas duplicatas dos pogos. Como controle utilizamos pogos

sem amostra, NTC (no template control).
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Apéndice E

Graficos referentes a validagdo da analise de expressao utilizando o método Delta-Delta
Ct (AACY) (Livak & Schmittgen, 2001). O pool utilizado para fazer as diluigdes necessarias
para a validag¢do era composto por amostras das trés linhagens, cultivadas nos trés diferentes
substratos, além de uma amostra de queratindcito, que ¢ a linhagem ndo tumoral

correspondente as linhagens utilizadas neste estudo.
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Figura 18: Validagao da expressdo génica de RECK.
Coeficiente angular: -0,099963624
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Figura 19: Validagdo da expressdo génica de MMP-2
Coeficiente angular: 0,059156502



Validacédo (GAPDH)

—e—f(x)
.y
100 1000 10000
Diluicao
Figura 20: Validagao da expressao génica de MMP-9
Coeficiente angular: 0,4660438
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Figura 21: Validagao da expressdo génica de MT1-MMP
Coeficiente angular: 0,09206957
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Figura 22: Validagdo da expressdo génica de TIMP-2
Coeficiente angular: 0,113851723.
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