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RESUMO

O céncer cervical é o terceiro tipo de neoplasia mais frequente entre mulheres brasileiras, sendo
responsavel por 7,5% dos novos casos de cancer em 2020. Sabe-se que os Papilomavirus
Humano (HPV) de alto risco sdo a principal causa do desenvolvimento dessa neoplasia.
Entretanto, ha multiplos fatores associados a prevaléncia do virus como o tabagismo, uso de
contraceptivo oral a longo prazo, multiparidade, coinfeccdo com outros agentes sexualmente
transmissiveis e desbalanco hormonal. Neste ultimo contexto, a utilizagdo de medicamentos
indutores de ovulacdo em técnicas de Reproducdo Humana Assistida (RHA), como o Citrato
de Clomifeno (CC) e o Letrozol (LET), encontram-se associadas a promoc¢ao e progressao de
diversas neoplasias, como a cervical. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do CC
e LET na transicéo epitélio-mesénquima (TEM) e na carga viral do HPV18 em células HeLa
(adenocarcinoma cervical). Para isso, realizou-se um tratamento de 24 e 48 horas das células
HelLa com 2000 ng/mL de CC e 4000 ng/mL de LE e, em seguida, quantificou-se a expressao
de mRNA de ECAD, NCAD, ZEB1, ZEB2 e SNAIL, assim como de DNA de HPV18, por PCR
em tempo real. Os resultados demonstraram que, ap06s 24 horas de tratamento com CC e LET,
hd uma superexpressdo dos fatores de transcricdo ZEB1, ZEB2 e SNAIL, que cai
significativamente ap6s 48 horas. JA NCAD apresentou expressdo aberrante apos 48 horas de
tratamento com ambas as drogas. Em relacdo a carga viral de HPV, observa-se que as células
HelLa com CC e LET por 24 horas apresentam menor numero de copias do virus que a condi¢édo
controle. Porém, ap6s 48 horas, hd um aumento da carga viral em ambos os tratamentos.
Portanto, com base nos resultados encontrados, sugere-se que o uso de CC e LET estimula a
replicacdo viral ao longo do tempo, além de induzir um comportamento mais agressivo das
células neoplésicas cervicais HeLa, uma vez que estimula a TEM ao ativar fatores de
transcricdo nas primeiras 24 horas de tratamento e, assim, aumentar a expressdo de NCAD apds
48 horas. Esse perfil é compativel com um fendtipo mesenquimal, que possui alta capacidade

invasora, migratoria e, consequentemente, metastatica, associado a um pior prognostico.

PALAVRAS-CHAVES: Cancer cervical, Citrato de clomifeno, Hela, HPV18, Letrozol,
Transicao epitélio-mesénquima.



ABSTRACT

Cervical cancer is the third most frequent type of neoplasm among Brazilian women,
accounting for 7.5% of new cancer cases in 2020. It is known that high-risk Human
Papillomaviruses (HPV) are the main cause of the development of this disease. However, there
are multiple factors associated with the prevalence of the virus, such as smoking, long-term use
of oral contraceptives, multiparity, co-infection with other sexually transmitted agents and
hormonal imbalance. In this last context, assisted human reproduction techniques use ovulation-
inducing drugs to collect ovarian follicles, such as Clomiphene Citrate (CC) and Letrozole
(LET). As they act on the hypothalamic-pituitary-ovarian axis, these drugs lead to a hormonal
imbalance and, therefore, are associated with the promotion and progression of various
neoplasms, such as cervical cancer. The aim of the present study was to evaluate the effects of
CC and LET on epithelial-mesenchymal transition (TEM) and on HPV18 viral load in HeLa
cells (cervical adenocarcinoma). A 24- and 48-hours treatment of HelLa cells was performed
with 2000 ng/mL of CC and 4000 ng/mL of LE and, then, the mMRNA expression of ECAD,
NCAD, ZEB1, ZEB2 and SNAIL was quantified, as well as HPVV18 DNA, by real-time PCR.
The results showed that, after 24 hours of treatment with CC and LET, there was an
overexpression of transcription factors ZEB1, ZEB2 and SNAIL, which was reduced
significantly after 48 hours. NCAD, on the other hand, showed aberrant expression after 48
hours of treatment with both drugs. Regarding the HPV viral load, it was observed that HeLa
cells treated with CC and LET for 24 hours have a lower number of virus copies than the control
condition. However, after 48 hours, there was an increase in viral load in both treatments.
Therefore, based on these results, it is suggested that the use of CC and LET stimulate viral
replication over time, and induce a more aggressive behavior of HelLa cervical cancer cells,
since it stimulates EMT by activating transcription in the first 24 hours of treatment and thus
increase NCAD expression after 48 hours. This profile is compatible with a mesenchymal
phenotype, which has a high invasive, migratory and, consequently, metastatic capacity,

associated with a worse prognosis.

KEYWORDS: Cervical cancer, Clomiphene citrate, Hela, HPV18, Letrozole, Epithelial-

mesenchymal transition.
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RHO: proteina G da familia Rodopsina

RNA: Acido Ribonucléico (em inglés, ribonucleic acid)

RPM: Rotac¢des por minuto

RT-PCR: PCR de Transcriptase Reversa

SFB: Soro Fetal Bovino

SMA-a: Actina a do musculo liso (em inglés, Smooth Muscle Actin a)

SNAIL: do inglés, Zinc Finger Factor Snail

TEM: Transicéo Epitélio-mesénquima (em inglés, Epithelial-Mesenchymal Transition)
TGF-R3: Fator de Transformagdo do Crescimento 3 (em inglés, transforming growth fator )

TIMP: Inibidores Teciduais de Metaloproteinases (em inglés, tissue metalloproteinase
inhibitors)

TME: Transi¢cdo Mesénquima-Epitéelio (em inglés, Mesenchymal-Epithelial Transition)
TWIST: do inglés, Twist-related protein

UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais

WCRF: Fundo Mundial de Pesquisa do Cancer (em inglés, World Cancer Research Fund)

ZEB1: Zinc-finger Homeobox 1 de ligagdo a E-box (em inglés, Zinc Finger E-box-binding
homeobox 1)

ZEB2: Zinc-finger Homeobox 2 de ligagdo a E-box (em inglés, Zinc Finger E-box-binding
homeobox 2)

ng: Micrograma

pL: Microlitro
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1. CONSIDERACOES INICIAIS
1.1. INTRODUCAO

De acordo com a American Cancer Society, uma em cada trés pessoas sera diagnosticada com
cancer durante sua vida (Society 2022). H& vérias causas externas (relacionadas ao meio
ambiente) e internas (relacionadas ao material genético, sistema imunoldgico e balango
hormonal) que influenciam no aparecimento e desenvolvimento do cancer. Cerca de 80 a 90%
de seus casos estdo associados a causas externas, uma vez que habitos e comportamentos como
o consumo de bebidas alcodlicas, tabagismo, infec¢des virais e bacterianas, ma alimentac&o,
desbalango hormonal e obesidade sdo fatores de risco para diferentes neoplasias (INCA 2021).
Sendo assim, o rastreio de cancer deve ser regular para que os testes de triagem detectem lesdes
pré-malignas ou tumores logo no inicio de seu desenvolvimento e direcionem um tratamento
apropriado. A deteccdo precoce aumenta as chances de cura e melhor progndstico do paciente,
uma vez que as células tumorais tendem a responder mais efetivamente aos tratamentos
(Society 2022).

O Cancer Cervical € um dos tipos de cancer passiveis de deteccao precoce através de programas
de triagem, como por exemplo o0 exame Papanicolaou, utilizado no Brasil. Além disso, a vacina
quadrivalente, que protege contra os tipos mais prevalentes do HPV (6, 11, 16 e 18), tem um
importante papel na prevencdo de lesbes e desenvolvimento neoplésico, ja que tal neoplasia
esta fortemente associada aos HPV 16 e 18. Mesmo sendo ofertada gratuitamente pelo Sistema
Unico de Satde (SUS) no Brasil, nota-se uma néo ades&o da vacina contra o HPV, fazendo com
que a incidéncia de lesdes pré-neoplasicas e do cancer de colo de Utero mantenha-se constante

ao passar dos anos.

E sabido que alteragdes nos niveis de hormonios enddgenos, como, por exemplo, as causadas
pelo uso de contraceptivos via oral a longo prazo, aumentam a prevaléncia da infec¢do por HPV
e, consequentemente, levam a maior progressao tumoral (INCA 2022). Por este motivo, nos
ultimos anos, vem-se estudando a correlagdo entre a progressao de lesdes malignas e o uso de
medicamentos indutores de ovulagdo, como o Citrato de Clomifeno (CC) e o Letrozol (LET).
Estes medicamentos sdo muito utilizados em procedimentos de reproducgéo assistida para a
manutencdo da fertilidade e/ou tratamento da infertilidade. Neles, as mulheres precisam passar
por multiplos protocolos de Estimulacdo Ovariana Controlada (EOC) que promovem um
aumento na producdo e liberacdo de hormonios enddgenos podendo, assim, atuar como fator

facilitador do surgimento de lesbes pré-neoplasicas (Rossing, Daling et al. 1995).
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Alguns estudos de coorte desenvolvidos na tentativa de avaliar a influéncia destes
medicamentos (CC e LET) na progressdo de tumores, tiveram os resultados postos em duvida
pela influéncia de vieses como o controle e acompanhamento a longo prazo adequado das
pacientes, as condi¢cbes em que as analises foram feitas, e os diversos carcin0genos aos quais
as pacientes foram expostas apds a EOC e o diagndéstico da neoplasia (Practice Committee of
the American Society for Reproductive 2016). Portanto, tornam-se necessarios estudos
experimentais que avaliem em condi¢fes controladas e especificas, como medicamentos
indutores de ovulacdo atuam em células ja iniciadas no processo neoplasico, facilitando e

garantindo uma melhor interpretacéo e discusséo dos dados.

O presente trabalho propds-se a avaliar os efeitos do citrato de clomifeno e do letrozol em uma
linhagem imortalizada de células de adenocarcinoma endocervical (HelLa), observando seus
efeitos sobre diferentes processos, como a Transi¢do Epitélio-Mesénquima (TEM), a expressao
de fatores de transcri¢do e outras proteinas (ECAD, NCAD, ZEB1, ZEB2 e SNAIL) e a
replicacdo viral, sem os multiplos vieses de uma avaliacdo epidemioldgica. Desta forma,
preenche-se a lacuna existente na ciéncia bésica sobre como o CC e LET comportam-se sobre

a promocdo e progressao tumoral in vitro e se elucida o que é visto in vivo.
1.2. REVISAO DE LITERATURA
1.2.1. CANCER

O termo “neoplasia” refere-se a lesdes constituidas por massa de tecido anormal, cujas células
proliferam-se de maneira excessiva, autbnoma e descontrolada, em geral com reducédo ou perda
de diferenciacdo, e persistem mesmo apds o findar do estimulo que as induziram (Cotran 2010,
Bogliolo 2016). Toda neoplasia € constituida pelo parénquima (células neoplasicas clonais),
através do qual se classifica os tumores e seu comportamento bioldgico, e pelo estroma (vasos
sanguineos, tecido conjuntivo, leucocitos, citocinas, fatores de crescimento), que dita o
crescimento e disseminagdo tumoral. Dos pontos de vista morfolégico, comportamental,

evolutivo e clinico, as neoplasias sdo divididas em benignas e malignas (Bogliolo 2016).

Os tumores benignos, em geral, possuem células bem diferenciadas (assemelham-se as normais
do sitio de origem), que crescem unidas entre si, sem infiltrar no tecido adjacente. A baixa taxa
de replicacédo celular faz com que esses tumores apresentem crescimento lento, sendo raro
encontrar necroses, hemorragias e degeneracoes. Por isso, sdo também baixas as probabilidades

de o tumor causar complicagdes ou ser letal ao paciente (Bogliolo 2016). J& os tumores



16

malignos, chamados coletivamente de “cancer”, apresentam células pleomérficas, com reducédo
ou perda de diferenciacdo e alto indice mitético, o que promove um crescimento acelerado e,
consequentemente, graves perturbacfes homeostaticas como hemorragias, necroses, ulceras e
degeneracgdes. Gracas a perda de adesdo celular e ganho de motilidade, as células neoplésicas
malignas séo capazes de infiltrar tecidos e estruturas adjacentes, e de se disseminarem para
sitios que ndo estdo em continuidade ao sitio primario tumoral (metastatizacéo) (Cotran 2010).

Para que ocorra a formacdo de celulas neoplésicas € necessario que elas passem por um
processo complexo e multifasico, conhecido como carcinogénese, no qual influenciam
fendmenos genéticos e epigenéticos. Como fatores influenciadores de fendmenos epigenéticos,
os fatores ambientais sdo responsaveis por, aproximadamente, 80% dos casos de cancer, dentre
eles agentes quimicos, fisicos e bioldgicos, como: ingestdo de alimentos e &gua contaminados
por pesticidas e/ou agrotoxicos, uso de bebidas alcodlicas e cigarros, uso de medicamentos,
exposicdo a radiacdo e a fumaca, sedentarismo, méa alimentacao e obesidade, infecgdes por virus
e bactérias, entre outros. Ja as causas genéticas correlacionam o aparecimento de tumores a
fatores hereditarios, familiares e étnicos, uma vez que ditam a capacidade do organismo em se
defender de agentes ambientais. Além disso, ha o envelhecimento natural do organismo e
inevitavelmente de suas células, tornando-as mais susceptiveis a alteracdes neoplasicas, devido

ao maior tempo de exposicao a agentes carcinogénicos ambientais (INCA 2021).

De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (em inglés, International Agency
for Research on Cancer — IARC), foram registrados aproximadamente 19,3 milhdes de novos
casos em 2020, ao redor do mundo (10,1 milhdes em homens e 9,2 milhdes em mulheres),
sendo responsavel por quase 10 milhGes de 6bitos. Segundo o Fundo Mundial de Pesquisa do
Cancer (em inglés, World Cancer Research Fund — WCRF), a incidéncia de cancer no mundo
cresceu 20% da década 1990 para a de 2000, e com este crescente fardo global, a prevencao do
cancer € um dos desafios mais significativos em salde publica do século XXI e vem
promovendo alteragdes nos habitos e modo de vida das pessoas, inclusive dos mais jovens.
Busca-se, portanto, viver de maneira saudavel para prevenir o cancer atraves da mudanca dos
padrdes alimentares, reduzindo o consumo de alcool, aumentando a atividade fisica, alcangando

e mantendo um peso corporal saudavel (Fund 2021).

Por afetar qualquer parte do corpo e possuir diferentes subtipos moleculares, é importante
analisar a distribuicdo, a ocorréncia e a evolugdo dos canceres para se estabelecer um perfil

epidemioldgico capaz de nortear agdes de prevencdo e controle da doenga. A incidéncia dos
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varios tipos de cancer varia de acordo com o sexo. No Brasil, para os homens, os canceres de

préstata, colon e reto, traqueia, brénquios e pulm&o sdo mais comuns, nesta ordem, excluindo

os de pele ndo melanoma, conforme a Tabela 1 (Cancer 2020).

Tabela 1: Distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados

para 2020 para os homens brasileiros, exceto pele ndo melanoma

Prostata 65.840 292%
Cdlon e Reto 20540 9,1% Homens
Tragueia, Brénguio e Pulmao 17.760 7.9%
Estdmago 13360 59%
Cavidade Oral 11.200 5,0%
Esdfago 8690 3,9%
Bexiga 7.590 3,4%
Linfoma n&o Hodgkin 5.280 2,9%
Laringe 6.470 2.9%
Leucemias 5.920 2,6%

(Fonte: Instituto Nacional de Cancer — INCA, 2022)

Ja para as mulheres brasileiras, os canceres de mama, célon e reto e colo uterino sdo, nessa

ordem, os de maior incidéncia, excluindo-se também os de pele ndo melanoma, conforme a

Tabela 2.

Tabela 2: Distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados

para 2020 para as mulheres brasileiras, exceto pele ndo melanoma

IWMama feminina 66.280
Mulheres Colon e Reto 20.470
Colo do utero 16.710
Tragueia, Bronquio e Puiméao 12.440
Glandula Tireoide 11.950
Estdmago 7.870
COvario 6.650
Corpo do (tero 6.540
Linfoma ndo Hodgkin 5.450
Sisterna Nervoso Central 5230

(Fonte: INCA, 2022)

29,7%
9,2%
7,9%
5,6%
5,4%
3,9%
3,0%
2,9%
2,4%
2,3%
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1.2.1.1. PROMOCAO E PROGRESSAO TUMORAL

A formacéo de neoplasias malignas demanda que as células ja iniciadas no processo tumoral
passem por fendmenos conhecidos como promogdo e progressao. Promocéo é o nome dado ao
processo de proliferacdo ou expansédo das células tumorais, de modo que as mutacdes sofridas
se tornem permanentes ao serem transmitidas para as células filhas. Um promotor é capaz de
irritar tecidos e provocar reagOes inflamatdrias e proliferativas, como exemplo, fendis,

horménios, medicamentos, calor, traumatismos, etc (Bogliolo 2016).

Ja a progressdo tumoral consiste na aquisicdo de caracteristicas neoplasicas especificas,
denominadas coletivamente como os “marcos do cancer” (Hanahan and Weinberg 2000), que
tornam as células mais agressivas e resistentes a mecanismos fisioldgicos antitumorais. Dentre
a autonomia de proliferacéo e sobrevivéncia, adaptagdes metabolicas, instabilidade gendmica,
evasdo da apoptose, do sistema imune e da senescéncia replicativa, deve-se destacar 0S
mecanismos que conferem as células tumorais a capacidade de invasdo e metastatizacdo
(Bogliolo 2016), uma vez que promovem sua disseminacdo pelo organismo. Os marcos do

cancer estdo esquematizados na Figura 1.

Figura 1 — Marcos do cancer
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Figura 1. “Marcos do Cancer” propostos por Hanahan ¢ Weinberg, em 2011. Fonte: (Hanahan
and Weinberg 2011) BioRender (modificado por Isabella da Terra Borges).

Os marcos do cancer descritos na figura 1 sdo provocados por diversas alteracbes gendmicas
que consistem na ativacdo de oncogenes, por exemplo, leva a producdo de fatores de
crescimento pelas proprias células tumorais, garantindo a autonomia de sinais de proliferacgéo,
ndo sendo mais necessaria a estimulacdo externa. Como resultado, as células neoplésicas se
proliferam indefinidamente (Hanahan and Weinberg 2011). Por outro lado, h& alteracbes que
caracterizam a insensibilidade das células neoplésicas aos sinais inibidores de mitose, como: a
mutacdo com perda de funcdo de genes supressores de tumor, como a
proteina do retinoblastoma (pRB); a mutacdo em genes como RAS, comprometendo a atividade
GTPase da proteina RAS, que fica permanentemente ativada; a perda de inibi¢do por contato
do sistema caderina/R-catenina; e a modificagdo na atividade de fatores de crescimento
inibidores de mitose, como TGF-B, permitindo proliferacdo cronica (Burkhart and Sage 2008,
Zhou, Der et al. 2016, Gu and Feng 2018).

A inibicdo de genes pro-apoptoticos, a hiperexpressao de genes anti-apoptéticos (como BCL-
2) e/ou a inativacdo de genes cujas proteinas conferem o DNA em busca de danos, como a p53
sdo exemplos de mecanismos genéticos que as células neoplasicas apresentam para evadir a
apoptose, tornando permanentes os erros genéticos decorrentes de mutaces (Solomon, Madar
et al. 2011, Sharma, Boise et al. 2019). Além disso, as células neoplasicas sdo capazes de
invadir e migrar através dos tecidos, locomovendo-se ativamente gragas a ativacdao de genes
inibidores de MMP, os TIMP; e a alterac6es nos mecanismos de adesao celular. O deslocamento
celular é favorecido pela acdo de enzimas hidroliticas do grupo de MMP que desestruturam a
matriz extracelular (MEC), produzidas pelas prdprias células tumorais ou por fibroblastos e
macrofagos estimulados pelas células malignas (Turunen, Tatti-Bugaeva et al. 2017). A menor
adesdo entre as células tumorais, e entre elas e a MEC ocorre devido as modificacdes e
irregularidades na membrana citoplasmatica, a diminuigdo ou auséncia de estruturas juncionais,
areducéo de moléculas de adesdo entre células (como caderinas), e a diminuicao de fibronectina
(Bogliolo 2016).

1.2.1.2. TRANSICAO EPITELIO-MESENQUIMA

Em tumores epiteliais, as células podem se destacar do sitio primario de maneira isolada ou em

blocos gracas ao fenbmeno de Transicdo Epitélio-Mesénquima (TEM). A TEM € um
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mecanismo celular gradual de converséo de um fenotipo epitelial imdvel para um mesenquimal
movel, no qual se perde caracteristicas epiteliais como juncgdes celulares, polaridade basoapical,
adesdo das células a MEC e perda de E-caderina (E-cad), e se adquire caracteristicas
mesenguimais como mobilidade celular, polarizacdo anteroposterior, expressdo de R- e N-
caderinas, actina do musculo liso o (SMA-a), vimentina e proteinas G da familia Rodopsina
(RHO) (Bogliolo 2016, Pastushenko and Blanpain 2019, Scott and Omilusik 2019). O
deslocamento se d, entdo, pelo movimento ameboide, em que os pseuddpodes sdo orientados
por agentes quimiotaticos da prépria célula neoplasica ou de células do estroma (De Craene and
Berx 2013).

Caracteristico da TEM, o processo “troca de caderina” contribui para a malignidade das células
neoplésicas, pois envolve a reducao da expressao génica e proteica de E-cad e 0 aumento de N-
caderina, levando a uma reorganizacdo do citoesqueleto e, consequentemente, menor
resisténcia a deformacdo e caracteristicas migratorias e invasivas aprimoradas (motilidade
celular) (Loh, Chai et al. 2019). A proteina madura E-caderina é uma glicoproteina
transmembrana dependente de Ca2*, de 120 kDa, presente em células epiteliais, que as liga na
superficie lateral através de juncBes aderentes. Sua regido amino-terminal possui cinco
dominios extracelulares entre os quais os ions Ca?* se ligam, aonde sua estabilidade e atividade
adesiva célula-célula reside (Wong, Fang et al. 2018). No citoplasma, a E-cad € associada a
varias cateninas (a, B, p120), que se ligam ao citoesqueleto, mediando efeitos de sinalizacao,
como TGF-B, NF-kB, Hippo, Wnt, e outros fatores de crescimento. Por facilitar a separagéo
celular do sitio priméario tumoral e assim a invasdo e migracéo das células para sitios distantes,
a perda da expressdo de E-cad é associada a progressao tumoral e metastatizacdo (Mendonsa,
Na et al. 2018, Na, Schecterson et al. 2020). Entretanto, estudos prévios relatam que o inverso
também ocorre: a re-expressdo ou super expressdo de E-cad em células neoplasicas podem
prevenir sua dissociagdo inicial do tumor original e reduzir sua proliferacdo, através da
sinalizag&o por contato. Dessa forma, a E-cad pode inibir a progresséo e invaséo tumoral, sendo
considerada um supressor de tumor classico (Mendonsa, Na et al. 2018, Na, Schecterson et al.
2020).

A N-caderina (caderina neuronal ou caderina-2, N-cad) também é uma glicoproteina
transmembrana expressa em tecidos neuroectodérmicos e derivados do mesénquima, atuando
na embriogénese, gastrulacdo, neurulacdo, adeséo célula-célula, migracdo e invasdo (Luo, Yu
et al. 2018). No contexto tumoral, foi relatado que a expressdo suprarregulada de N-cad em

células neoplasicas promove migracdo, invasdo e metastase ao mediar a adesdo a células
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estromais que também expressam N-cad (como fibroblastos e células endoteliais vasculares);
ao estimular a ligacdo do fator de crescimento de fibroblastos (do inglés, fibroblast growth
factor — FGF) em seu receptor (FGFR), e produzir uma cascata de sinalizagdes que ativa a
mobilidade celular; e ao promover a sobrevivéncia das células, protegendo-as da apoptose
através da ativacdo da proteina quinase B (PI3K/AKT), que estabiliza a B-catenina e inativa o
fator pro-apoptético Bad (Li, Satyamoorthy et al. 2001, Luo, Yu et al. 2018). Além disso, consta
na literatura que o aumento de N-cad foi observado em outro tipo de neoplasia, como
melanoma, e associada a maior graus histolégicos mais avancados da doenca e tendéncia
metastatica, apresentando, portanto, uma fun¢do oposta a de E-cad (Li, Satyamoorthy et al.
2001).

Inicialmente vista como um evento binario, sabe-se hoje que a TEM ocorre de maneira gradual,
apresentando diversos estagios de transicdo na progressao tumoral, conhecidos coletivamente
como TEM parcial, intermediaria ou hibrida (Pastushenko and Blanpain 2019), como
demostrando na Figura 2. Nesses estdgios, as células cancerosas expressam
concomitantemente caracteristicas genotipicas, fenotipicas e morfoldgicas de células epiteliais
e mesenquimais, o que permite, ainda nesta fase, que as células infiltrem e migrem de maneira
efetiva para outros tecidos do corpo. Além disso, devido ao carater epitelial remanescente, elas
possuem a plasticidade necessaria para migrarem de maneira coletiva, representando um risco
metastatico maior, assim como de recorréncia do tumor e resisténcia a terapia (Saitoh 2018,
Aiello and Kang 2019). A coexpressdo de marcadores epiteliais e mesenquimais foi observada
em diversos canceres primarios humanos, como de mama, colorretal, cabeca e pescoco, pulméo,
pancreatico, bem como em carcinossarcomas como pulmonar, renal, mamario, esofagico e de
pele. In vitro, o estado hibrido também esta associado ao aumento da invasdo, migracao e
sobrevivéncia celular (Pastushenko and Blanpain 2019).
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Figura 2 — Transicdo Epitélio-Mesénquima
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Figura 2. Esquematizacdo da Transicdo Epitélio-Mesénquima (TEM). A TEM é um processo
gradual, em que as células perdem caracteristicas epiteliais e adquirem caracteristicas
mesenquimais. Os diversos estagios (1 ao 5) entre o fen6tipo epitelial e mesenquimal, que
mesclam as caracteristicas das células, sdo conhecidos coletivamente de TEM hibrida, parcial
ou intermediadria. Legenda: TEM (Transicdo Epitélio-Mesénquima), TME (Transicdo
Mesénquima-Epitélio), EM1, EM2 e EM3 (fases em que as células coexpressam caracteristicas
dos fenotipos epiteliais e mesenquimais). Fonte: BioRender (modificado por Isabella da Terra
Borges)

Descrita primeiramente no desenvolvimento embrionério, observou-se que a TEM também
desempenha papéis cruciais na homeostase do tecido adulto e diversos processos
fisiopatolégicos como a cicatrizagdo de feridas, regeneracdo cardiaca e fibrose (Saitoh 2018).
No contexto tumoral, ja foi associada a varios processos como iniciagcdo do tumor, escape da
vigilancia do sistema imunolégico, estabelecimento de lesdes precursoras, progressao tumoral,
migracdo, invasdo, metastases e resisténcia a terapias (Pastushenko and Blanpain 2019). Todos
esses estagios sdo amplamente mediados por um conjunto de fatores de transcricdo (FT), que
inclui Homeobox 1 de ligacéo de E-box de dedo de zinco (do inglés, Zinc Finger E-Box Binding
Homeobox 1 — ZEB1), Homeobox 2 de ligacdo de E-box de dedo de zinco (do inglés, Zinc
Finger E-Box Binding Homeobox 2 — ZEB2), SNAIL (também conhecido como SNAIL),
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SLUG (também conhecido como SNAI2) e Twist-related protein 1 (TWIST1) (Stemmler,
Eccles et al. 2019).

O fator de transcrigdo ZEB1 contém dois dominios de dedo de zinco, pelos quais se ligam
independentemente a sequéncias CACCT(G) em regides promotoras de genes envolvidos na
diferenciagio e desenvolvimento (Vandewalle, Comijn et al. 2005). E codificado pelo gene
TCF8 e atua na diminuicéo de E-cad e no aumento de vimentina, uma proteina do citoesqueleto,
modificando assim o mecanismo de adesdo celular. Entretanto, deve-se salientar que sua
atuacdo como ativador ou inibidor da transcri¢do génica depende da sua conformacéo, nivel de
expressao e sobre qual gene esta atuando (Ran, Lin et al. 2015). Apesar da maneira pela qual
as células neoplasicas cervicais adquirem a capacidade de invadir tecidos e migrar para sitios
distantes nédos ser totalmente compreendida, especula-se que ZEB1 desempenhe um papel
importante, particularmente em TEM (Chen, Li et al. 2013, Ran, Lin et al. 2015). Segundo
Zheng e colegas, a progressao e a metastatizacdo de diversos carcinomas, como o0 carcinoma
renal de celulas claras, carcinoma endometridide, carcinoma de mama invasivo e
adenocarcinoma de pulmao, estdo intimamente relacionadas a regulagdo positiva da expressao
de ZEB1 (Ma, Zheng et al. 2015).

O ZEB2, membro da familia de fatores de transcricdo do homeodominio de dedo de zinco, atua
como um mediador da desdiferenciacdo epitelial através da regulacdo direta de diversos
constituintes de juncbes aderentes, apertadas, comunicantes e desmossomas, que Sdo0
caracteristicas marcantes do fen6tipo epitelial, incluindo a polaridade baso-apical (Vandewalle,
Comijn et al. 2005). Logo, alteragdes em sua expressdo desempenha papéis cruciais na
ocorréncia e desenvolvimento do cancer, uma vez que regula diversos processos patoldgicos
como ciclo celular, apoptose, proliferacdo, angiogénese, quimiorresisténcia e TEM (Feng, Liu
et al. 2019). A ligacdo de ZEB2 ao promotor do gene de ECAD regula negativamente a
expressao dessa proteina e, geralmente, esta associada a perda da capacidade de adeséo celular
e aaquisigdo de propriedades invasivas, como ja foi relatado anteriormente em células epiteliais

e em varias linhagens tumorais (Comijn, Berx et al. 2001).

Sabe-se que ZEB2 é superexpresso em varios tipos de cancer humano, como cancer gastrico,
cancer de bexiga, cancer de ovario, cancer colorretal, cancer de pulméo e, inclusive, cancer
cervical (Ye, Hu et al. 2019). Tal superexpressdo foi associada a invasdo e metastases em
canceres de estagio mais avancgado e, consequentemente, a um pior prognostico dos pacientes,

como observado em carcinomas de células escamosas (CCE) (Maeda, Chiba et al. 2005,
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Sakamoto, Imanishi et al. 2012, Yoshida, Morita et al. 2015), gastrico (Okugawa, Inoue et al.
2013), de ovério e mama (Elloul, Elstrand et al. 2005) e hepatocelular (Miyoshi, Kitajima et al.
2004). Foi observado também que a perda de ZEB2 em células NK, num estudo experimental
de metastase, resultou em um aumento drastico da formacdo de nddulos de melanoma nos
pulmdes e figados (Goossens, Vandamme et al. 2017); e no melanoma, inibiu o inicio do tumor
e sua progressdo metastatica (Denecker, Vandamme et al. 2014, Stemmler, Eccles et al. 2019).
ZEB2 desempenha, portanto, papéis opostos durante a progressdo tumoral: por um lado,
contribui para iniciacdo, disseminacdo e resisténcia a terapia, mas por outro lado, é crucial para
uma boa imunovigilancia do sistema imunoldgico contra células neoplésicas (Goossens,
Vandamme et al. 2017).

Jé& o fator de transcricdo SNAIL teve sua atividade descrita por Batlle e colegas, em 2000, apds
observarem que sua ligacdo ao E-box promotor da CHD1 (ECAD) levava a repressédo
transcricional de E-cad (Batlle, Sancho et al. 2000). Além disso, outros trabalhos mostram que
a regulacdo positiva de SNAIL induz a recorréncia tumoral e resisténcia a quimioterapia e
radioterapia; estimula metéastases ao induzir imunossupressao; controla o metabolismo celular;
ativa a TEM em células de fendtipo epitelial ao reprimir diretamente a expressao de claudina e
ocludina (proteinas constituintes das juncdes de oclusdo) e assim diminuir suas juncdes
celulares; altera a polaridade celular; e capacita as células a migrarem e invadirem tecidos
(Vandewalle, Comijn et al. 2005, Chen, Li et al. 2013, Wang, Shi et al. 2013). Sendo assim, a
superexpressdo de SNAIL esta relacionada a um alto potencial metastatico e mau progndstico

em muitos tipos de carcinoma, principalmente do CCE do colo uterino (Tian, Qi et al. 2020).

O SNAIL é regulado por diversas vias de sinalizacdo a nivel transcricional: através de regulacédo
direta por diferentes fatores do crescimento (FC), como TGF-B, FGF2 e EGF; por diferentes
moléculas de sinalizacdo como quinase ligada a integrina (ILK), H-ras, v-Akt e NF-kB/p65; e
por ele mesmo, onde Snail se liga e reprime seu proprio promotor, indicando a existéncia de
um feedback negativo (Wang, Shi et al. 2013). Ndo obstante, estudos em linhagens de cancer
de mama demonstram que a presenca de receptores de estrogeno alpha (ERa) resultam em
expressao aberrante de SNAIL, ao passo que o knockdown de ERa reduziu significativamente
sua expressdo (Ye, Xiao et al. 2010). Fora do contexto da TEM, SNAIL estd implicado em
varios outros processos, como desenvolvimento, diferenciagdo neural, apoptose, sobrevivéncia
e destino celular, e assimetria esquerda-direita (De Craene and Berx 2013, Wang, Shi et al.
2013).
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1.2.2. CANCER CERVICAL

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), o cancer cervical é o segundo tipo de cancer
mais comum em mulheres que vivem em paises subdesenvolvidos. Em 2020, foram
contabilizados mais de 604.000 novos casos de cancer cervical ao redor do mundo, sendo
responsavel por, aproximadamente, 342.000 6bitos. Estes nimeros vém diminuindo em paises
desenvolvidos gragas a programas de triagem, prevencédo, diagndstico e tratamento de leses
pré-malignas (Koeneman, Kruitwagen et al. 2015, Kudela, Holubekova et al. 2016, Sato,
Kawana et al. 2017). Entretanto, no Brasil, devido a falta de adeséo a vacina contra o HPV, a
incidéncia do cancer cervical mantem-se constante ao passar dos anos, sendo que em 2020
estimou-se cerca de 17.743 casos novos (WHO 2020).

O Carcinoma de Células Escamosas (CCE) e o Adenocarcinoma Cervical (ADC) séo os tipos
de neoplasias de colo de utero mais comuns, sendo responsaveis por 71% e 25% dos casos,
respectivamente (Nicoletti, Migliorati et al. 1991). Sabe-se que a infeccdo persistente por
HPV’s de alto risco é a principal causa do desenvolvimento de tais les6es (Wipperman, Neil et
al. 2018, Stolnicu, Hoang et al. 2019). Porém sabe-se que alteracdes epigenéticas — como
metilacdo do DNA e modificacdo das histonas (Fang, Zhang et al. 2014) —, baixa imunidade,
coinfeccdo com outras Infeccbes Sexualmente Transmissiveis (IST), tabagismo, uso
prolongado de anticoncepcional oral, paridade, idade e mdltiplos parceiros sexuais sao
apontados como fatores de risco que facilitam a prevaléncia do HPV e promocdo do cancer
cervical (Petry 2014, Wipperman, Neil et al. 2018). Questiona-se, entdo, se alteragdes nos
niveis de hormdnios enddgenos participariam de alguma forma no desenvolvimento desta

neoplasia.

A incidéncia de CCE vem diminuido ao longo dos anos em paises desenvolvidos devido a
programas de triagem de mulheres, que possibilita o diagnostico precoce de lesbes pré-
cancerosas e malignas do ectocérvice. Entretanto, esse exame ndo € totalmente efetivo para
detectar ADC pré-invasivo e invasivo, ja que se localizam no canal endocervical e s&o menos

descritos e menos identificados (Fujiwara, Yokota et al. 2014, Park 2020).
e Carcinoma de Células Escamosas

O CCE origina-se a partir de um processo progressivo de lesdes pré-cancerosas, caracterizadas
por seus graus leve (Neoplasia Intraepitelial Cervical | ou NIC I), moderado (NIC II) e grave
(NIC 111), de acordo com a classificagéo histologica de Richart, criada em 1975 (Richart 1975).
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Em NIC I, observa-se lesdo displésica leve, bem diferenciada, que se assemelha ao epitélio de
origem, sendo visualizadas alteraces em células maduras no terco superior do epitélio (camada
superficial), pérolas corneas e grande producdo de queratina (paraceratose). NIC 11 apresenta
atipias celulares nas camadas superficial e intermediaria, caracterizando uma displasia
moderadamente diferenciada, com células mais pleomorficas e menos queratinizadas. J& em
NIC 11, observa-se alteracdes significativas em células parabasais, basais e metaplasicas, com
pouca diferenciacdo e alta taxa de proliferacdo. As camadas superficial, intermediaria e basal
estdo comprometidas, levando a perda da estratificacdo do epitélio, sendo por isso caracterizado
como uma displasia acentuada e/ou carcinoma in situ, como apresentado na Figura 3 (Berman
and Schiller 2017).

O sistema Bethesda foi introduzido em 1988 com o intuito de incorporar os avangos do
conhecimento sobre a carcinogénese cervical e unificar as terminologias citologicas em todo o
mundo. Sendo assim, NIC | foi admitida como uma lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau
(LSIL, do inglés low grade squamous intraepithelial lesion), e NIC Il e IIl, como leséo
escamosa intraepitelial de alto grau (HSIL, do inglés high grade squamous intraepithelial
lesion) (Crosbie, Einstein et al. 2013).

Figura 3 — Progressao de lesdes intraepiteliais escamosas até o carcinoma invasivo.
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Figura 3. Representacdo do processo de infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) em
células basais do epitélio estratificado escamoso e da progressdo de lesdes intraepiteliais

escamosas, até carcinoma cervical invasor. A partir do Carcinoma in situ somente as proteinas
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virais E6 e E7. Legenda: NIC (Neoplasia Intraepitelial Cervical), HPV (Papilomavirus
Humano). Fonte: (Berman and Schiller 2017) modificado por Isabella da Terra Borges.

A maioria das lesdes pré-malignas e malignas de células escamosas cervicais aparece na zona
de transicdo, a regido que sofreu metaplasia escamosa entre a juncao escamo-colunar original e
a juncéo escamo-colunar (JEC). Essas lesdes apresentam perda de diferenciacéo, distarbios de
maturagio e maturacio celular, assim como atipias nucleares variadas. A medida que a lesdo
avanca em gravidade, atipias nucleares se intensificam e a relacdo nucleo/citoplasma aumenta
(Williams, Werner et al. 2015).

Quando as alteracdes celulares ndo regridem espontaneamente, o que acontece na maioria dos
casos, ou quando o sistema imune € incapaz de eliminar o virus do organismo, a infec¢cdo pelo
HPV e as lesdes tornam-se persistentes, podendo evoluir para a malignidade (Crosbie, Einstein
et al. 2013). A invasdo das células neoplasicas no estroma, gracas a perda de adesdo e maior
motilidade, marca a transi¢cdo do Carcinoma In Situ para o Invasor (Hanahan and Weinberg
2011).

O CCE invasor acomete pacientes de 30 a 50 anos, com pico entre 45 e 50 anos, sendo
diagnosticado por exame citologico (Papanicolau), colposcopia ou bidpsia do tecido (Waggoner
2003). Seus sintomas dependem do tamanho e estagio do tumor, podendo ser assintomatico
quando pequeno, e causando corrimento e sangramento genital quando maior, chegando até
mesmo a deformar o colo uterino (Lim, Landy et al. 2016). O tratamento das lesbes
intraepiteliais pode incluir cauterizacdo por alta frequéncia (CAF), crioterapia ou eletrocirurgia
de alca (LEEP). Porém, para o carcinoma invasor € necessaria cirurgia de remocao da leséo,
que por ndo ter margens bem definidas macroscopicamente, facilita a recorréncia do tumor. O
progndstico depende da dimenséo, profundidade e estadiamento da lesdo, da idade da paciente,
e se ha ou ndo invasdo da bexiga ou intestino, e metastases, sejam elas linfonodais (sacrais,
iliacas, para-aorticas e inguinais, principalmente) e/ou sistémicas (acometendo geralmente

medula 0ssea, pulmdes e figado) (Waggoner 2003)
e Adenocarcinoma Cervical

Segundo os Critérios e Classificacdo Internacional de Adenocarcinoma Endocervical (critérios
IECC), os adenocarcinomas sdo subclassificados em variantes histologicas: usual,
viloglandular, mucinoso, iISMILE, micropapilar e seroso-like (Stolnicu, Barsan et al. 2018,
Hodgson, Olkhov-Mitsel et al. 2019, Hodgson, Park et al. 2019). Adenocarcinoma do tipo
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endocervical (ACE), também conhecido como usual, representa cerca de 70% de todos os
diagndsticos de ACC, (Pirog 2017) estando comumente associado ao CCE. Origina-se em
células de reserva do epitélio glandular e acomete o endoceérvice, sendo por esse motivo menos

detectado em programas de triagem (Williams, Werner et al. 2015).

Assim como o CCE, o ACE é precedido por lesdes endocervicais, como lesdo intraepitelial
glandular de baixo e alto grau e o adenocarcinoma in situ. A literatura aponta que a obesidade,
multiparidade, uso de contraceptivo oral como terapia para reposi¢cdo hormonal e a o cancer
endometrial sdo fatores de risco para o desenvolvimento dessas lesdes displésicas e,

consequentemente, desse tipo de tumor (Fujiwara, Yokota et al. 2014).

O ACE pode ser bem, moderadamente ou pouco diferenciado e exibe diferentes padrbes de
invasdo (infiltrativa/destrutiva, glandular ou papilifera/viloglandular). A invasédo infiltrativa,
geralmente observada em tumores bem diferenciados, caracteriza-se por glandulas malignas
irregulares e interconectadas que invadem o estroma, levando a desmoplasia, edema e/ou
inflamacdo. Ja a invasdo glandular, caracteristica dos tumores moderadamente diferenciados,
possui um crescimento mais denso, no qual as glandulas cribiformes estdo fundidas entre si,
sendo exofitica, endofitica ou ambas. Por fim, a invasao papilar ou viloglandular, que também
pode ser puramente exofitico, endofitico ou uma combinacdo de ambos, possui estruturas
vilosas, viloglandulares e/ou papiliferas alongadas (Ronnett 2016, Pirog 2017). Os
adenocarcinomas pouco diferenciados apresentam areas sélidas de células indiferenciadas,

chegando a ser indistinguivel do CCE pouco diferenciado (Pirog 2017).

O diagnostico preciso desta doenca é imprescindivel para a escolha do tratamento, distinguindo-
o do CCE, uma vez que, clinicamente, o adenocarcinoma também provoca corrimentos e
sangramentos vaginais; e do Adenocarcinoma Endometrial, ja que em estagios avancados, 0
ACE pode se espalhar pelo Gtero, tornando dificil sua distin¢do (Barroeta, Pasha et al. 2007). O
tratamento depende do estadiamento e tamanho do tumor, sendo a histerectomia parcial ou total,
radioterapia e quimioterapia, os comumente realizados. De modo geral, o ACE possui pior
prognostico do que o CCE, pois apresenta menor sensibilidade a radioterapia e altas chances de

ter metastases linfonodais (Fujiwara, Yokota et al. 2014).
1.2.2.1. MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO: CELULAS HELA

Em fevereiro de 1951, Henrietta Lacks, de 31 anos, foi ao hospital queixando-se de

sangramentos recorrentes entre o periodo menstrual. O exame do cérvix revelou uma lesdo
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elevada, suave, brilhante e de cor arroxeada, com menos de 2,5 cm de didmetro, confinada ao
colo do atero (Jones 1997). A analise da bidpsia da lesdo descreveu-a, inicialmente, como um
carcinoma epidermdide do colo uterino de células tipo espinhais, com invasao do estroma. Um
fragmento da lesdo também foi enviado para o Dr. George Gey, diretor do Laboratorio de
Cultura Tecidual do Hospital Johns Hopkins, que colocou as células coletadas em cultura
utilizando uma técnica de tubo de rolo. As células, nomeadas “HeLa” devido as duas primeiras
letras do nome e sobrenome da paciente, expandiram-se grandemente e se tornaram a primeira

linhagem de célula neoplasica humana imortalizada in vitro (Jones 1997).

Apbs 20 anos, reexaminaram-se as laminas histopatologicas da bidpsia de Henrietta Lacks e o
laudo de sua autdpsia, e perceberam que a paciente possuia, na verdade, um adenocarcinoma
do colo do Gtero muito agressivo, que levou ao seu rapido deterioramento clinico (Schwartz,
Hadjimichael et al. 1996). Além disso, verificou-se que as células HeLa contém o DNA do
Papilomavirus Humano (HPV) 18, ou seja, sdo HPV18 positivas. Este tipo de virus esta
associado ao desenvolvimento de adenocarcinomas agressivos, o0 que explica o rapido
crescimento das células em cultura, seja em meio de plasma de galinha, extrato de embrido
bovino ou soro do corddo placentario humano (Boshart, Gissmann et al. 1984, Meissner 1999,
Luft, Klaes et al. 2001, Xiao, Fu et al. 2015).

Pesquisadores e cientista tém utilizado as células HelLa para desenvolver praticas laboratoriais
de congelamento e cultura de células e tecidos; estudar sobre a natureza de diversos tipos de
cancer, principalmente do carcinoma cervical; clonagem de células e mapeamento de genes;
desenvolvimento de vacinas, como a da poliomielite; tratamento de doencas e compreensao dos
patdgenos e mecanismos envolvidos por tras delas. Mesmo ap06s 71 anos de sua descoberta, as
células HelLa possuem grande importancia e utilidade para as mais diversas areas do meio

cientifico, estando presente em milhares de laboratdrios ao redor do mundo (Kasvi 2018).
1.2.2.2. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Sabe-se que a infec¢do pelo Papilomavirus Humano (HPV) € a causa de 99,7% dos canceres
cervicais invasores (Walboomers, Jacobs et al. 1999, Petry 2014), seja CCE ou ACC, onde os
tipos 16, 18, 31 e 45 sdo os mais comuns (Williams, Werner et al. 2015).

O HPV, pertencente a familia Papillomaviridae, € um virus relativamente pequeno, de capsideo
icosaédrico ndo envelopado. (Dunne and Park 2013) Seu genoma circular de 8 kb é dividido

em trés regides: regido reguladora (LCR ou URR), responsavel pela regulagéo da replicacdo e
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transcricdo do DNA viral; regido precoce (Early-region), que codifica as proteinas E1, E2, E3,
E4, E5, E6 e E7, e regido tardia (late-region), que produz proteinas constituintes do capsideo
do HPV (L1 e L2) (Fang, Zhang et al. 2014). As proteinas E1 e E2 se ligam ao DNA e séo
responsaveis pela replicacdo e segregacdo do DNA viral, sendo que E1 promove diretamente
sua replicacdo, atuando como uma helicase, enquanto E2 auxilia E1 e ativa a sintese do RNAmM
viral. Sabe-se também que a proteina E2 tem um papel regulador na transcri¢do dos genes virais
transformadores E6 e E7. A proteina E4 rompe citoqueratinas e promove a liberacdo das
particulas virais. Ja a oncoproteina E5 estimula a multiplicagéo celular ao estabilizar o receptor
do fator de crescimento epidérmico, tornando as células mais sensiveis aos sinais de
multiplicacdo. E6 e E7, por sua vez, inativam as proteinas supressoras da multiplicacdo: E6 se
liga a proteina p53, impedindo a apoptose apds dano ao DNA, e a proteina E7 se liga ao pRb,
ignorando o check point G1/S e permitindo a progressdo do ciclo celular e da replicacéo, o que
leva ao acumulo de mutacOes na célula (Amaro-Filho, Pereira Chaves et al. 2018) (Tjalma,
Van Waes et al. 2005).

A maioria dos individuos sexualmente ativos sera infectada por HPV em algum momento de
suas vidas. (Burd and Dean 2016). A transmissdo do virus ocorre através do contato de mucosa
com mucosa (Petry 2014), seja oral-genital ou genital-genital (Chelimo, Wouldes et al. 2013).
Sabe-se também que o coito vaginal ou anal é a principal via de infeccdo, dai a grande
importancia do uso de preservativos. Porém o uso desses ndo protege adequadamente 0s
individuos uma vez que as regides labial, escrotal, anal e vulvar estdo desprotegidas e sao areas
potenciais de transmissao (Winer, Hughes et al. 2006, Stanley 2010). Para que ocorra a infec¢ao
pelo HPV, o epitélio cutdneo ou mucoso deve apresentar microtraumas ou microfissuras para
que o virus se ligue aos proteoglicanos de sulfato de heparina das células da camada epitelial
basal ou das células metaplasicas da zona de transicdo, através das proteinas virais constituintes

do capsideo L1 e L2, como demonstrado na Figura 3 (Burd 2003).

Atualmente, mais de 200 tipos de HPV ja foram sequenciados (Burd 2003, Burd and Dean
2016), e sdo agrupados de acordo com seu genétipo em a, B, v, u, € v (Graham 2017). O grupo
o constitui o maior de todos os grupos, contendo 64 tipos de HPV que infectam
predominantemente a mucosa epitelial, como o revestimento da boca, garganta, o trato
respiratorio e o trato anugenital (Burd 2003). Destes, 15 deles s@o considerados de alto risco
por serem potencialmente oncogénicos. O segundo maior grupo € o B, com 50 membros, que

possuem tropismo pelo epitélio cutaneo, visando a pele das maos e dos pés. Ja os HPVs
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remanescentes nos demais grupos (y, x#, € v) normalmente causam apenas doencas benignas
(Graham 2017).

Baseado no tipo de patologia que podem causar, os virus sao divididos em duas categorias: de
baixo risco e de alto risco. Entre os tipos de baixo risco estdo 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,
72, e 81, associados ao desenvolvimento de verrugas (Chelimo, Wouldes et al. 2013). Estudos
recentes mostram que aproximadamente 90% das verrugas genitais, também conhecidas como
condiloma acuminata, sdo causadas por HPV6 e HPV11l (Lacey 2005). S&o altamente
contagiosas e geralmente desenvolvem-se de 2 a 3 meses apés a infec¢do, mas devido ao grande
periodo de incubacdo (entre trés semanas a oito meses) podem demorar a aparecer (Lacey,
Lowndes et al. 2006). Surgem em locais de grande atrito, como na vulva, vagina, cérvix, uretra,
perineo, escroto e glande do pénis, sendo possivel visualiza-las a olho nu como pequenas

papulas (com aspecto de couve-flor) ou planas, lisas ou pedunculadas (Weaver 2006).

As verrugas genitais sdo normalmente benignas e assintomaticas, e uma vez que se
desenvolvem podem se manter iguais, tornar-se maiores ou numerosas, ou regredir
espontaneamente, com ou sem tratamento, entre 3 a 6 meses. Entretanto, ha grandes chances de
recorréncia, causando frequentes visitas a médicos, tratamentos caros e estresse psicologico ao
paciente (Lacey 2005, Weaver 2006, Chelimo, Wouldes et al. 2013). O diagndstico se da
através da inspecdo visual direta, mas biopsias podem ser feitas para confirma-lo quando as
lesbes sdo atipicas (pigmentadas, ulceradas, hemorragicas). Condiloma latum, molusco
contagioso, queratoses seborréicas, nervos displasicos, e papulas penianas sdo alguns exemplos
de diagnésticos diferenciais que geralmente exigem biopsia da lesdo (Wiley, Douglas et al.
2002). O diagndstico correto é essencial para um bom tratamento, quando necessario. Os
tratamentos consistem em aplicacdo de pomadas pelo proprio paciente, como Podofilox 0,5%,
Imiquimod 3,75% ou 5%, e Sinecatechins 15%; crioterapia com nitrogénio liquido; acido
tricloroacético (TCA); acido bicloroacético de 80% a 90%; e remocao cirdrgica, que consistem
em excisdo de tesoura tangencial, curetagem ou eletrocirurgia (Lacey 2005, Dunne and Park
2013).

Os tipos 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e 70 de HPV sé&o classificados
como de alto risco e estdo diretamente relacionados a carcinogénese (Burd 2003, Burd and
Dean 2016). Ainda nos anos 70, o virologista alemdo Harald zur Hausen foi o primeiro a
descrever a associacao entre os tipos 16 e 18 de HPV e cancer cervical (zur Hausen 1987, zur

Hausen 2002, zur Hausen 2009, zur Hausen 2009). Porém, outros tipos de HPV ja foram
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relacionados a diferentes tipos de canceres, como de orofaringe, cabeca e pescogo, ovario,
vulva, anus e pénis (Marur, D'Souza et al. 2010, Stratton and Culkin 2016, Berman and Schiller
2017, Hoff, Coudry et al. 2017, Wakeham, Kavanagh et al. 2017, Hammou, Benhessou et al.
2019, Mahal, Catalano et al. 2019).

O genoma viral é mantido em baixo numero de copias como DNA epissomal no nucleo da
célula infectada, que vai mudando sua expressdo conforme a célula se move em direcdo a
superficie epitelial (Berman and Schiller 2017). Em infeccfes persistentes, os virus podem ter
seu genoma quebrado nos genes E1 e E2 para ser incorporado e integrado ao genoma da célula
hospedeira (forma integrada do HPV), fazendo com que tais genes sejam inativados. Como a
proteina E2 atua na transcri¢do dos genes E6 e E7, sua inativacdo permite a superexpressao dos
genes e das oncoproteinas E6 e E7, que podem promover o desenvolvimento de neoplasia.
Dessa maneira, a replicacdo viral é comprometida, mas ndao o potencial neoplasico do HPV
(Amaro-Filho, Pereira Chaves et al. 2018) (Cricca, Venturoli et al. 2009).

A conclusdo do ciclo de vida do HPV ocorre tanto em lesdes de baixo grau quanto de alto grau,
porém em diferentes niveis, devido a presenca de HPV em forma mista (epissomal e integrado)
em lesdes de alto grau (Kadaja, Sumerina et al. 2007). Sabe-se que quanto mais grave a leséo,
maior o percentual de integral viral, uma vez que a progressao da doenca esta associada a
desregulacdo da expressdo génica precoce (early) do virus e perda da expressdo génica tardia
(late) (Groves and Coleman 2015). A infeccdo prevalente ou crbnica pelo HPV promove,
basicamente, a instabilidade gendmica, perda de genes supressores de tumor e autonomia

replicativa das células, culminando no estabelecimento do cancer, conforme a Figura 4.
Figura 4 — Carcinogénese viral pelo HPV
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Figura 4. Representacdo esquemética da carcinogénese viral devido a infeccdo por
Papilomavirus Humano (HPV). Quando persistente, a infec¢do torna-se cronica, promovendo
alteracdes displasicas nas células hospedeiras. As proteinas virais E6 e E7 sdo as principais
responsaveis pelo desequilibrio entre a proliferacdo celular e apoptose, ao inibir a acdo das
proteinas p53 e pRB, respectivamente. Dessa forma, promovem uma instabilidade gendmica,
replicacdo autdbnoma e hiperplasia das células, resultando em uma neoplasia. Fonte: BioRender

(modificado por Isabella da Terra Borges).

Atraveés de estudos in vitro, Kadaja e colaboradores propuseram um mecanismo pelo qual o
HPV causa instabilidade gendmica, denominado de novo. Inicialmente, o HPV encontra-se em
altos niveis na forma epissomal em les6es de baixo grau. Com o passar do tempo e 0 aumento
da carga viral devido a replicacdo do virus, comecam a surgir formas aberrantes que
desencadeiam um sistema de alerta da célula hospedeira (Kadaja, Sumerina et al. 2007). Pensa-
se que esse sistema é capaz de fazer com que o material genético viral se linearize e integre ao
genoma celular, de maneira que o HPV exista de forma mista, tanto na epissomal quanto
integrado. Dessa forma, os virus que estdo na forma epissomal produzem normalmente as
proteinas E1 e E2, que atuam sobre a integrada, fazendo-a se replicar e, consequentemente,
aumentando a carga viral. Esse processo de replicacdo e integracao continua, sendo que quanto
mais integracdes do virus, mais quebras no genoma celular e mais metilacbes nas regides
flanqueadoras com inativacao dos genes das vizinhangas. 1sso, somada a acdo das oncoproteinas
E6 e E7, promove uma instabilidade genémica gigantesca, acelerando o agravamento da leséo
(Kadaja, Sumerina et al. 2007).

1.2.3. ESTIMULACAO OVARIANA CONTROLADA (EOC)

As técnicas de reproducdo humana assistida (RHA) auxiliam na preservacdo da fertilidade
assim como gravidez de casais homoafetivos e tratamento de casais inférteis. Dentre as técnicas
de RHA, a Fertilizacdo In Vitro (FIV) e Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozdides (Intra
Cytoplasmic Sperm Injection - ICSI) necessitam de odcitos maduros para serem fertilizados,
que sdo coletados de foliculos ovarianos ap6s uma superestimulacdo ovariana (Mantikou,
Youssef et al. 2013, O'Neill, Chow et al. 2018). Um dos procedimentos padrdes dessas técnicas
é induzir a ovulagdo das mulheres (com algum grau de infertilidade ou ndo) através de um
protocolo de estimulagdo ovariana controlada (EOC), utilizando-se de drogas que atuam no
eixo hipotalamo-hipofise-ovario, estimulando a producéo e liberagdo do Horménio Foliculo

Estimulante (FSH) e, consequentemente, a maturacdo dos foliculos ovarianos. A escolha e
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dosagem da droga a ser utilizada pela paciente depende da reacdo de seu organismo ao estimulo
dado (Alper and Fauser 2017), sendo o Citrato de Clomifeno (CC) e o Letrozol (LET) os mais

conhecidos e utilizados na clinica.

A maioria das pacientes que realizam a EOC necessita de mais de um ciclo para atingir a
gravidez, resultando em uso repetitivo dos medicamentos indutores de ovulacéo (Luk and Arici
2010). Entéo, ainda que muito utilizados atualmente, a seguranga desses medicamentos a longo
prazo vem sido questionada principalmente em pacientes oncolégicos, uma vez que ao serem
utilizados madaltiplas vezes, levam a um desbalango hormonal consideravel por atuarem
diretamente na liberacdo de horménios enddgenos (Lambertini, Anserini et al. 2016, Akel, Guo
et al. 2020). Para elucidar as davidas acerca dos riscos da EOC e o desenvolvimento de
neoplasias, assim como seus efeitos na promocdo e progressdo tumoral, varios estudos
investigaram a possivel relacdo entre as drogas estimulantes de ovulacdo e o desenvolvimento
de cancer de mama, ovario, endomeétrio, tireoide, colon, colo de utero, pele, e do sistema
nervoso central (Potashnik, Lerner-Geva et al. 1999, Dor, Lerner-Geva et al. 2002,
Kristiansson, Bjor et al. 2007, Yli-Kuha, Gissler et al. 2012, Siristatidis, Sergentanis et al. 2013,
Reigstad, Larsen et al. 2015, Reigstad, Larsen et al. 2015, Kessous, Davidson et al. 2016).

No entanto, a maioria dos trabalhos publicados sdo observacionais e observa-se erros e até
mesmo uma falta de controle adequado sobre as populagdes investigadas, levando em
consideracdo os multiplos fatores que influenciam o desenvolvimento de neoplasias. E
observado também em alguns estudos, uma falta de acompanhamento das pacientes que
passaram por EOC a longo prazo. Tudo isso limita as metodologias desses estudos e dificulta
sua interpretacdo. Além disso, a incidéncia destes canceres é baixa e geralmente ocorrem
tardiamente na vida, dificultando a correlacdo com sua causa (Practice Committee of the

American Society for Reproductive 2016).
1.2.3.1. CITRATO DE CLOMIFENO

O citrato de clomifeno (CC) é um derivado néo esteroidal de trifeniletileno, composto por uma
mistura racémica de isdmeros trans e cis, conhecidos como Euclomifeno e Zuclomifeno na
proporcao de 3:2, respectivamente. Pertence a classe dos moduladores seletivos de receptores
de estrogeno e possui propriedades agonistas e antagonistas que dependem da proporcdo dos
isbmeros na mistura (Clark and Markaverich 1981). O CC foi relatado pela primeira vez em
1961 pelo cientista Greenblatt como MRL/41, um composto antiestrogeno capaz de induzir a

ovulacdo em mulheres anovulatorias (Greenblatt, Barfield et al. 1961) sendo utilizado desde
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entdo para o tratamento de infertilidade relacionada a ndo ovulagdo. Estudos prévios mostram
que o zuclomifeno é mais potente para induzir ovulacao, podendo ser 0 maior responsavel pela

atividade do citrato de clomifeno (Van Campenhout, Borreman et al. 1973).

Apesar de sua utilizagdo, seu mecanismo de acao néo e precisamente descrito. Pensa-se que por
possuir estrutura semelhante ao estrégeno, o CC se conecta aos receptores de estrogeno, e
impede a andlise correta do nivel de estrogeno enddgeno. Ha, consequentemente, a inibigdo do
feedback negativo no hipotdlamo, que aumenta a secre¢do do Hormonio Liberador de
Gonadotrofina (GnRH). Este, por sua vez, estimula a secre¢do de gonadotrofinas hipofisarias,
0 Horménio Luteinizante (LH) e o FSH, cujos picos levam ao crescimento e desenvolvimento
de foliculos ovarianos (Rebar, Judd et al. 1976, Mikkelson, Kroboth et al. 1986).

A dosagem utilizada do citrato de clomifeno varia de 50 a 250 mg por dia, dependendo da
resposta do organismo de cada paciente (Brown and Farquhar 2016), e estima-se que sua meia-
vida seja entre 5 a 7 dias, sendo excretada de forma inalterada principalmente pelas fezes
(Bowdler 1972). Entretanto, ha registros de que essa droga ndo é bem-sucedida em todas as
mulheres, persistindo a anovulacdo entre 15% a 20% das pacientes apds o tratamento. Tal
resisténcia ao citrato de clomifeno, impedindo a estimulacdo ovariana, é associada a obesidade,
resisténcia a insulina e hiperandrogenemia (Homburg 2005, Badawy, Abdel Aal et al. 2009,
Brown and Farquhar 2016).

O CC tem sido utilizado como um intensificador da capacidade ovulatéria para inseminacao
intrauterina (1IU) e como um adjuvante na estimulacdo gonadotréfica dos ovarios para
preparacdo da FIV (Homburg 2005). Ha, contudo, algumas ressalvas: os indices de gravidez
sdo baixos, ainda que os de ovulacdo sejam altos, possivelmente devido a altera¢cbes no muco
cervical, dificultando a mobilidade do esperma; a um aumento nas taxas de aborto, uma vez
que ocorre grande desequilibrio hormonal nos primeiros meses de gestacdo, e a alteracdo do
transporte tubario, impedindo a implantacdo do blastocisto na cavidade uterina no momento
correto (Whitelaw, Kalman et al. 1970). Além disso, efeitos colaterais como nauseas, dores
abdominais, alteragdes de humor, rubores, distdrbios visuais e desenvolvimento de cistos
ovarianos foram relatados (Bowdler 1972, Homburg 2005). Logo, busca-se outros tratamentos
através de novas drogas e diferentes mecanismos de atuacdo, que apresentem maiores indices

de gravidez e menos efeitos indesejaveis.



36

1.2.3.2. LETROZOL

O Letrozol (4,40-[1H-1,2,4-triazol-1-ylmethylene]-bis-benzonitrile) é um inibidor de
aromatase de terceira geracéo, e atua bloqueando a conversédo de androstenediona e testosterona
em estrogeno ao impedir a aromatizacdo. Desta forma, reduz-se o nivel de estrégeno circulante,
0 que diminui o feedback negativo no eixo hipotalamo-hipdfise, que por sua vez aumenta a
secrecdo de FSH pela hipofise, estimulando o desenvolvimento dos foliculos ovarianos
(Badawy, Abdel Aal et al. 2009).

Aprovado pela FDA em 1997 para o tratamento de cancer de mama em mulheres pos-
menopausa, o Letrozol foi utilizado pela primeira vez no tratamento de pacientes anovulatérias
em 2001. Desde entdo, tem sido utilizado como segunda opcdo de tratamento, principalmente
para aquelas pacientes com resisténcia ao CC. Ao contrario dele, o Letrozol ndo diminui a
densidade dos receptores de estrogeno nem reduz a espessura do revestimento endometrial
(Holzer, Casper et al. 2006), sendo utilizado para induzir ovulagdo em mulheres com a sindrome
do ovario policistico ou cancer de mama, e para casais com infertilidade idiopatica (Oktay,
Hourvitz et al. 2006, Diamond, Legro et al. 2015, Goldrat, Gervy et al. 2015). Sua dosagem
pode variar de 2,5 a 7,5 mg por dia, do terceiro ao sétimo dia do ciclo menstrual, e geralmente
induz uma resposta monofolicular sem gerar tantos efeitos colaterais (Holzer, Casper et al.
2006, Pritts 2010).

Havia, inicialmente, questionamentos sobre possiveis efeitos teratogénicos do letrozol quando
usado para induzir ovulacdo em pacientes, uma vez gque 0S recém-nascidos apresentaram
anomalias 6sseas e cardiacas congénitas (Biljan 2005, Novartis Pharmaceuticals Canada Inc
2005, Tulandi, Martin et al. 2006), promovendo mais estudos nesse campo. Seus resultados
demonstraram que ndo ha correlacdo entre o uso dessa droga e o desenvolvimento de anomalias
fetais (Tatsumi, Jwa et al. 2017), ja que sua meia-vida de 45 horas garante o clearance antes
que a implantacdo do embrido ocorra, diferentemente do citrato de clomifeno (Mitwally and
Casper 2001, Mitwally and Casper 2002).

O letrozol, entdo, € um medicamento seguro, de administracdo oral, sem contraindicacfes
significativas. Pode causar efeitos colaterais leves (como dor de cabeca, dor nas costas e
astenia), e € bem tolerado na administracéo diéria por anos, sem provocar acimulo significativo
de metabdlitos. Apds ingestdo, apresenta 100% de biodisponibilidade, tendo répida depuragéo
pelo figado. E extremamente potente e especifico na inibicdo da enzima aromatase, sendo por

isso muito utilizado na clinica para estimular ovulacdo (Mitwally and Casper 2004).
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1.2.3.3. EOC x CANCER

Vérios estudos investigaram a possivel relacdo entre a estimulacdo ovariana e 0
desenvolvimento de cancer de mama, ovario, endométrio, tireoide, colon, colo de Utero, pele, e
do sistema nervoso central (Potashnik, Lerner-Geva et al. 1999, Dor, Lerner-Geva et al. 2002,
Kristiansson, Bjor et al. 2007, Yli-Kuha, Gissler et al. 2012, Siristatidis, Sergentanis et al. 2013,
Reigstad, Larsen et al. 2015, Reigstad, Larsen et al. 2015, Kessous, Davidson et al. 2016)
Entretanto, a literatura ainda se mostra incerta sobre a possivel correlacdo entre CC e LET e
neoplasias. A grande maioria dos trabalhos é observacional, realizada a partir de coortes de
mulheres em propedéutica de infertilidade que usaram esses medicamentos, e a falta de controle
e acompanhamento adequado sobre as populacfes investigadas a longo prazo limitam as
metodologias desses estudos, dificultando sua interpretacdo (Practice Committee of the
American Society for Reproductive Medicine. Electronic address and Practice Committee of

the American Society for Reproductive 2016).

De acordo com Hannibal e colegas, o cancer de tireoide esta associado ao uso de medicamentos
indutores de ovulacdo (Hannibal, Jensen et al. 2008); entretanto, segundo Althuis e Brinton,
ndo ha aumento significativo na incidéncia desta neoplasia quando relacionada ao uso de CC
(Althuis, Scoccia et al. 2005, Brinton, Moghissi et al. 2015). H& também controvérsias a
respeito do uso de CC e o desenvolvimento de melanoma, em que dois artigos citam um
aumento do risco (Calderon-Margalit, Friedlander et al. 2009, Brinton, Moghissi et al. 2015), e
outros cincos afirmam que ndo héa associagdo (Rossing, Daling et al. 1995, Young, Purdie et al.
2001, Althuis, Scoccia et al. 2005, Hannibal, Jensen et al. 2008, Tomao, Papa et al. 2014). J&
para 0 cancer de ovario, diversos trabalhos ndo observaram associacdo entre seu
desenvolvimento e o uso de CC (Jensen, Sharif et al. 2009, Kurta, Moysich et al. 2012, Trabert,
Lamb et al. 2013), mas estudos semelhantes apontaram um aumento no risco dessa neoplasia
apos tratamento para infertilidade utilizando o mesmo medicamento (van Leeuwen, Klip et al.
2011, Kessous, Davidson et al. 2016). Também se observa uma contradi¢do para o cancer de
mama e o uso de Citrato de Clomifeno, em que alguns trabalhos afirmam que néo ha correlacéo
(Lerner-Geva, Rabinovici et al. 2012, Stewart, Holman et al. 2012), enquanto outros
demonstram que h& (Brinton, Scoccia et al. 2004, Gennari, Costa et al. 2015, Reigstad, Larsen
et al. 2015). Para o cancer endometrial, a maioria dos estudos afirma que ndo ha associacao
entre o uso de CC e o desenvolvimento deste tipo de tumor (Benshushan, Paltiel et al. 2001,
Althuis, Moghissi et al. 2005, Lerner-Geva, Rabinovici et al. 2012, Brinton, Westhoff et al.
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2013), mas ainda assim, ha artigos que mostram associa¢do positiva entre o uso de CC e este
tipo de cancer (Parazzini, Pelucchi et al. 2010).

Por fim, para o cancer de colo de Utero, a literatura apresenta estudos epidemioldgicos, cujos
resultados concordam que ndo ha aumento na probabilidade em se desenvolver este tipo de
neoplasia quando se utiliza drogas indutoras de ovulacdo (Potashnik, Lerner-Geva et al. 1999,
Dor, Lerner-Geva et al. 2002, Kristiansson, Bjor et al. 2007, Lerner-Geva, Rabinovici et al.
2012, Yli-Kuha, Gissler et al. 2012, Li, Zhou et al. 2013, Siristatidis, Sergentanis et al. 2013,
Reigstad, Larsen et al. 2015, Kessous, Davidson et al. 2016), sendo que alguns pesquisadores,
inclusive, sugerem que o uso de citrato de clomifeno pode reduzir significativamente as chances

de desenvolvimento de neoplasia cervical (Rossing, Daling et al. 1996).

Pouco se discute sobre a associacao entre o uso de Letrozol e o desenvolvimento de neoplasias
na literatura. Alguns trabalhos afirmam que a inducdo de ovulagdo com esta droga néo estimula
a reincidéncia cancer de mama, mesmo cinco anos apos o diagndstico (Kim, Turan et al. 2016),
por exemplo. Além disso, observou-se que a combinacao entre letrozol e raloxifeno melhora

sua eficacia terapéutica contra células de cancer de mama (VVohora, Kalam et al. 2017)

Em 2019, foram realizados os primeiros experimentos avaliando os efeitos do Citrato de
Clomifeno e Letrozol sobre o comportamento de células tumorais HeLa in vitro (Borges 2019).
Este trabalho mostrou que ambas as drogas ndo possuem efeito citotdéxico quando diretamente
aplicadas sobre as células HelLa; pelo contrario, como as células tratadas com CC e LE
mostraram aumento da metabolizacdo do substrato Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -
2,5difeniltetrazolio] (MTT) e aumento do nimero de células nas fases S e G2 do ciclo celular
em comparagéo a condigdo controle, supde-se que as drogas podem contribuir para a promogao
tumoral (Borges 2019).

2. JUSTIFICATIVA

O avanco das técnicas de Reproducdo Humana Assistida vem auxiliando diversos casais a terem
filhos, em busca de tratamento e/ou preservagédo da fertilidade, e para casais homoafetivos.
Estudos epidemioldgicos afirmam que ndo h& correlagdo entre a estimulacdo ovariana e o
desenvolvimento de neoplasias cervicais (Practice Committee of the American Society for
Reproductive Medicine. Electronic address and Practice Committee of the American Society
for Reproductive 2016). Entretanto, ndo se sabe ao certo como celulas tumorais se comportam,

em longo prazo, perante ao uso de drogas indutoras de ovulagdo e a continua estimulacdo devido
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arepeticdo de ciclos de EOC. Ja foi observado que o Citrato de Clomifeno e Letrozol estimulam
0 metabolismo e proliferacdo de células cervicais tumorais in vitro (linhagem celular HelLa)
(Borges 2019). Logo, experimentos que permitam avaliar o efeito destas drogas sobre
mecanismos de invasdo e migracao das células neoplasicas sdo necessarios para compreender
seus efeitos sobre a agressividade e progressao tumoral. Desta forma, pacientes com lesdes pre-
cancerosas, associadas a infeccdo de HPVs de alto risco, serdo melhores assistidas em

protocolos de EOC, a fim de evitar o avango tumoral.
3. OBJETIVOS
3.1. GERAL

Avaliar o efeito do Citrato de Clomifeno e Letrozol, drogas utilizadas para inducéo de ovulagéo,
no metabolismo, ciclo celular e comportamento das células HelLa (cancer cervical),
investigando os efeitos na Transicdo Epitélio-Mesénquima (TEM) como pardmetro para
analisar o potencial migratorio e invasor; assim como na carga viral do HPV nas células tratadas

com as drogas.
3.2. ESPECIFICOS

e Avaliar a citotoxicidade e o efeito do Citrato de Clomifeno e Letrozol no metabolismo

das células HelL a através do teste de MTT;

e Avaliar os efeitos do Citrato de Clomifeno e Letrozol nas fases do ciclo celular das
células HeL a por citometria de fluxo, utilizando o protocolo de marcacdo com iodeto de
propideo (HFS).

e Avaliar os efeitos na Transicao Epitélio-Mesénquima (TEM), e quantificar a expressao
dos genes CDH1 (ECAD), CDH2 (NCAD), ZEB-1 e ZEB-2 e SNAIL, em células HeLa
tratadas com Citrato de Clomifeno e Letrozol através da técnica de PCR em tempo real,

comparando com seu controle ndo tratado.

e Quantificar e analisar a carga viral do virus HPV através da dosagem de HPV18, por
PCR em tempo real, em células HelLa tratadas com Citrato de Clomifeno e Letrozol,

comparando com seu controle ndo tratado.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. LINHAGEM CELULAR E CULTIVO

A linhagem celular utilizada neste projeto foi a HelLa, provenientes de um adenocarcinoma
invasor de colo uterino (Harvey 1976, Lucey, Nelson-Rees et al. 2009). As células HeLa foram
gentilmente concedidas pela professora Adriana Abalen Martins Dias, coordenadora do
Laboratorio de Genética Experimental (LGEX) ao Laboratério do Comportamento Celular

(LCC), sendo mantidas em criopreservacao em freezer -80°C.

Para descongelamento e expansao celular, mergulhou-se o fundo do criotubo em dgua morna
(37°C), despejando seu contetdo em um tubo falcon com 5 mL de meio Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA), suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA), e 1% de
penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA). Este tubo falcon foi
centrifugado por 5 minutos a 1000 rpm, para entdo descartar o sobrenadante e ressuspender o
pellet de células em 5 mL de meio de cultura completo. As células foram transferidas para uma
placa de cultura de 100 mm? e incubadas em estufa de atmosfera umida com 5% de CO; a
temperatura de 37°C. Para a realizacdo dos experimentos, aguardou-se a expansao celular até
obter uma monocamada saudavel com 70-80% de confluéncia. As células foram tratadas com
2 mL tripsina a 1% (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) durante 2 minutos, coletadas e
centrifugadas. Apos ressuspendé-las em meio de cultura, retirou-se uma aliquota de 10 pL para

a contagem das células utilizando Camara de Neubauer, sem azul de tripan.

Os experimentos foram realizados em duplicata ou triplicata, apos tempos de 24 e 48 horas de
tratamento com as drogas, citrato de clomifeno e letrozol, sendo uma placa para cada tempo.
As células em condicdo controle de cada placa foram mantidas apenas em meio DMEM,
suplementado a 10% de SFB e 1% de antibidtico. Mais tempos de analise néo serdo utilizados
uma vez que pode ocorrer 0 esgotamento da cultura, levantando dividas se os resultados obtidos

sdo realmente provenientes do efeito das drogas.
4.2. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE PELO MTT

O ensaio colorimétrico brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazolio], conhecido
como MTT, determina a viabilidade celular, a partir da capacidade de enzimas desidrogenases
presentes nas mitocondrias e citoplasma de células viaveis, em reduzir o anel de tetrazolio,

formando cristais de formazan de coloracdo azul. A presenca e acumulo desses cristais em
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celulas metabolicamente viaveis sdo medidos através da leitura em espectrofotdmetro
(Mosmann 1983).

Ap0s a contagem, as células foram dispostas em placas de cultivo de 96 pocos na densidade de
4000 células por poco para o tratamento de 24 horas e 48 horas, e incubadas 24 horas para
aderéncia. A definicdo dessa densidade de células para o plaqueamento se deu a partir de duas
analises prévias da expansdo celular, em que se observou que densidades menores, como de
2000 celulas/pogo, ndo atingiam a confluéncia de 70-80% apds 24 horas de aderéncia. Uma
baixa confluéncia das células pode prejudicar seu crescimento e desenvolvimento, fazendo com

gue ndo estejam saudaveis na hora do tratamento.

Apbs o periodo de aderéncia, as células foram tratadas em triplicata com diferentes
concentracdes de Citrato de Clomifeno (2000 ng/mL, 200 ng/mL, 20 ng/mL e 2 ng/mL) e
Letrozol (4000 ng/mL, 400 ng/mL, 40 ng/mL e 4 ng/mL), de acordo com a literatura, e
novamente incubadas em estufa por 24 e 48 horas. Apos incubacdo, retirou-se o sobrenadante
da placa utilizando-se uma bomba de vacuo, e adicionou-se 100 pL da solu¢do de MTT (Sigma-
Aldrich, EUA) na concentracao de 0,25 mg/mL. A placa foi novamente incubada por 4 horas,
ao abrigo da luz. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 100 pL de
Dimetilsulfoxido (DMSO) em cada poco para solubilizar os cristais de formazan. A leitura da
placa foi feita em espectrofotometro VersaMax™ Microplate Reader da Molecular Devices a
570 nm, no Laboratério de Patologia Comparada (LPC) situado no Departamento de Patologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG.

4.3. AVALIACAO DO CICLO CELULAR

Para avaliar os efeitos das drogas sobre o ciclo celular das células HeLa, semeou-se as mesmas
em placa de 12 pogos (50.000 células/pogo), incubando-as por 24 horas para aderéncia. Apos a
aderéncia, 4 pocos foram mantidos para controle, outros 4 foram tratados com Citrato de
Clomifeno a 2000 ng/mL, e outros 4 com Letrozol a 4000 ng/mL, mantendo-as novamente em
estufa por 24 e 48 horas. Essas concentragdes foram selecionadas para avaliagdo do ciclo celular
baseado nos resultados do ensaio de MTT e para mimetizar a condi¢cdo de pacientes que
realizam mais de um protocolo de EOC, em que suas células sdo expostas por varias vezes a

altas concentracdes das drogas.

Apds a incubacdo, o sobrenadante dos pocos foi coletado, e as células aderidas foram

tripsinizadas e também coletadas, formando um pool de células. As células foram centrifugadas
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e o pellet formado foi ressuspendido em PBS. Transferiu-se o PBS com as células para tubos
especificos para citometria de fluxo, e esses foram centrifugados. Em seguida, as células foram
ressuspendidas em 300 pL de solugao fluorocromica hipotonica (HFS), contendo 50 pg/mL de
lodeto de Propideo (PI) (BD Biosciences, EUA) e 0,1% de triton X-100 em citrato de sodio a
0,1%. Incubou-se as células a temperatura de 4°C durante 1 hora, levando-as em seguida para
andlise em quadruplicata no citbmetro de fluxo FACScan™ (BD Biosciences, EUA), utilizando
0 programa BD FACSCellquest (BD Biosciences, EUA). A anédlise dos dados obtidos foi

realizada utilizando o programa FlowJo verséao v.10 (Tree Star, EUA).

4.4, AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DAS CELULAS HELA
4.4.1. EXTRACAO DE RNA

Apdbs 24 e 48 horas de tratamento com 2000 ng/mL de Citrato de Clomifeno e 4000 ng/mL de
Letrozol, as células HeLa foram tripsinizadas e coletadas para extragdo de RNA, formando um
pool de células para as condi¢des controle, tratamento com CC e com LE. Foram adicionados
500 pL de TRI Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gelado em cada tubo,
homogeneizando e incubando por 7 minutos em seguida. Adicionou-se 200 UL de cloroférmio,
agitando vigorosamente. Apds incubar por 2 a 3 minutos, as amostras foram centrifugadas a
12.000 rotagOes por minuto (rpm) por 15 minutos, entre 2 a 8°C. A fase aquosa (incolor), que
contém o RNA, foi entdo transferida para outro tubo, onde se adicionou 500 pL de alcool
isopropilico. Apds homogeneizacdo e incubacdo de 10 minutos, os eppendorfs foram
centrifugados novamente por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado, e o
pellet lavado com 1 mL de alcool etilico 70%. Depois de agitar no vortex e centrifugar a 12.000
rpm por 5 minutos, o pellet ficou a temperatura ambiente para secar, € sendo posteriormente
ressuspendido em 20 pL de agua DEPC (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
A quantificagdo do RNA obtido foi feita no NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, Delaware, USA).

4.4.2. RT-PCR e Q-PCR (Transcrigéo reversa e PCR em tempo real quantitativo)

A partir deste RNA extraido foi feita a sintese de cDNA por RT-PCR, utilizando-se o kit
SuperScript® Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen®), seguindo o

protocolo do fabricante sem modificagdes.
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As amostras de cDNA, com cerca de 66 ng, foram aplicadas em duplicatas em placas de 96
pogos (ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), no volume final de reacdo de 20 uL, e submetidas ao
protocolo de PCR em tempo real, no equipamento ABI PRISM® 7500 Sequence Detection
System (Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Fisiologia e Biofisica do
ICB/UFMG), utilizando-se o KitSYBR Green® PCR Master Mix Kit (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para avaliar a expressao génica relativa dos genes-alvo
(ECAD, NCAD, ZEB1, ZEB2 e SNAIL), utilizou-se 0 método 2*2°T, comparando as

condigdes de tratamento e a condigéo controle (Livak and Schmittgen 2001).

Os primers que foram utilizados (GAPDH Foward, GAPDH Reverse, E-cadherin Foward, E-
cadherin Reverse, N-cadherin Foward, N-cadherin Reverse, ZEB1 Foward, ZEB1 Reverse,
ZEB2 Foward, ZEB2 Reverse, SNAIL Foward, SNAIL Reverse) estdo desenhados na tabela a
seguir (Tabela 1).

Tabela 3. Primers e respectivas sequéncias para avaliar TEM

_ Tamanho

Gene _ Sequéncia de nucleotideos Acesso GenBank
Primers (pb)
Forward | 5’- TGGGTGTGAACCATGAGAAG -3’

GAPDH 125 NM_001289746.1

Reverse | 5’- GAGTCCTTCCACGATACCAAAG -3’
Forward | 5’- CCCTTCACAGCAGAACTAAC -3’

ECAD 108 NM_001317185.1
Reverse | 5’- CACCTCTAAGGCCATCTTTG -3’
Forward | 5’- GGACCGAGAATCACCAAATG -3’

NCAD 94
Reverse | 5’- CGTTCCTGTTCCACTCATAG -3’ NM_001308176.1
Forward | 5’- GAGGTGACTCGAGCATTTAG -3’

ZEB1
Reverse 5’- TTCTGTCTCGTCCGTAAC -3’ 123 NM_001323654.1
Forward | 5’- CATAGGCAGGTCAGAATAC -3’

ZEB2 122 NM_032991.2
Reverse | 5’- GATAAATAGGCGACCTGTGC -3’
Forward | 5’- GGACAGAGTCCCAGATGAC -3’

SNAIL 129 NM_001229.5
Reverse | 5’- GGACAGAGTCCCAGATGAC -3’
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4.5. AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA VIRAL (HPV)
45.1. EXTRACAO DE DNA VIRAL

A extracdo do DNA foi realizada utilizando o protocolo TRI Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) a partir da interfase e da fase organica que permaneceram apos a remocao da fase aquosa,
contendo RNA. O processo foi realizado de acordo com as orienta¢cdes do fabricante, seguido

de quantificacdo de DNA (NanoDrop Lite - Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA).
4.5.2. PCR CONVENCIONAL E Q-PCR

Para avaliar a presenca e integridade de DNA viral, realizou-se uma PCR convencional para
amplificacdo do fragmento de DNA referente a proteina L1 do HPV, utilizando os primers
GP5+ e GP6+. A amplificacdo seguiu o desenho experimental: estagio 1: 95°C por 3 min;
estagio 2: 40 ciclos a 95°C por 15s, 45°C por 30s e 72°C por 15s; estagio 3: 72°C por 5 min e
4°C o, Os fragmentos foram analisados em gel de poliacrilamida 8%, revelado com nitrato de
prata (Anexo 8.2).

Para a amplificacdo e deteccdo de HPV por g-PCR, utilizou-se 20 ng de DNA extraido em
duplicata para cada condicdo. Seguiu-se este desenho experimental: estagio 1: 50°C por 2 min
e 95°C por 10 min; estagio 2: 95°C por 15s e 60°C por 60s; estagio 3 (melting): 40 ciclos de
95°C por 15s, 60°C por 60s e 95°C por 1s; e estagio 4: 4°C por c. Os primers usados para as
reacOes de PCR de HPV sdo descritos na Tabela 2. Para avaliar a presenca do gene-alvo,
utilizou-se o método 222T | comparando as condicGes tratadas com a controle (Livak and
Schmittgen 2001).

Tabela 2. Primers e respectivas sequéncias para avaliar carga viral do HPV

) o . Acesso
Primers Sequéncia de nucleotideos pb
GenBank
HPV GP5+ 5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC -3’
150 | MN909342.1
L1 GP6+ 5’- GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC -3°
Hpy | ForHPV18 5- CAGTGCCATTCGTGCTGCAA -3'

142 | MN909342.1

18+ | RevHPV18 5'- GGAATTTCATTTTGRGGCTCTAAA -3'
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4.6. ANALISES ESTATISTICAS
Todos os dados estatisticos foram obtidos com o software GraphPad Prism, versdo 8.0
(GraphPad Software, La Jolla, EUA). Os resultados foram analisados pelos métodos One-Way
ANOVA ou Two-Way ANOVA, e suas possiveis correlacdes foram realizadas pelo Teste Tukey's
Multiple Comparisons ou Sidak's Multiple Comparisons. O nivel de significancia para
associag0es e correlagdes foi estabelecido em p inferior a 0,05 (p < 0,05).

5.ARTIGO

Os dados deste trabalho serdo apresentados no formato de artigo cientifico, redigido de acordo
com as normas do periddico internacional ao qual serd submetido. O periodico de escolha sera
Cell Biology International ou Journal of Women's Health. Cell Biology International possui
classificacdo Qualis CAPES B2 na &rea de avaliagdo Medicina Il para o quadriénio de 2013-
2016; e fator de impacto de 3.612 para o periodo de referéncia de 2021-2022. J& Journal of
Women's Health possui classificacdo Qualis CAPES B1 na area de avaliacdo Medicina Il para
0 quadriénio de 2013-2016; e fator de impacto de 2.681 para o periodo de referéncia de 2020-
2021.
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Abstract

Clomiphene Citrate (CC) and Letrozole (LET) are ovulation-inducing first-line drugs to treat
anovulatory infertility in young women. Epidemiological studies investigate the relationship
between the use of these drugs and the risk of cancer. However, there is no data in the literature
evaluating the effect of these drugs in vitro, especially for the cervical cancer cell line. Thus,
the present study intends to investigate the effect of CC and LET in HelLa cervical cancer cell
line, evaluating cell viability and metabolism, cell cycle, mRNA expression of genes involved
in epithelial-mesenchymal transition, and HPV viral load. Cells were treated with CC (2, 20,
200, and 2000 ng/ml) and LET (4, 40, 400, and 4000 ng/ml) for 24 and 48 hours, followed by
MTT assay, cell cycle through flow cytometry, and qPCR experiments. Results indicated that
CC increases cell metabolism (over 75%) and induces cells to go through the G1 to S phase and
from the S to G2 phase compared to control cells after 48 hours of treatment. Compared to CC,
LET treatment increases cell metabolism (over 70%), decreasing cell percentage in the G1
phase and increasing in the S phase after 24 hours of treatment. Other than that, an upregulation
was found on ZEB1, ZEB2, and SNAIL gene expression after 24 hours of treatment with 2000
ng/mL CC, as well as on ZEB1 and SNAIL expression after 24 hours with 4000 ng/mL LET.
NCAD exhibited an upregulation after 48 hours of treatment with CC and LET, while ECAD
expression had no changes induced by any drugs. HPVs’ viral load was lower on HeLa cells
treated with CC and LET for 24 hours, compared to control cells. However, after 48 hours, both
drugs exhibited higher viral load. These finds suggest that CC and LET increase cell
metabolism, modulate the expression of genes related to the epithelial-mesenchymal transition
in HeLa cells, induce cell cycle arrest stimulating progression through the cell cycle, and induce

HPV replication over time.

Keywords: Cell cycle, cervical cancer, HeLa, HPV, ovulation induction drugs, EMT.
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Introduction

Cervical cancer is one of the leading causes of cancer death among women (Mattiuzzi
and Lippi 2020). Although its incidence has decreased in developed countries due to prevention
and treatment programs for precursor lesions (Koeneman, Kruitwagen et al. 2015, Kudela,
Holubekova et al. 2016, Sato, Kawana et al. 2017), it is still the fourth most common type of
cancer in women living in emerging countries, according to the World Health Organization
(WHO 2019). Cervical cancer is one of the types of cancers with the best prognosis when
diagnosed and treated early (Petry 2014, WHO 2019). This disease can be easily prevented by
health education regarding the risk factors and early detection tests, such as the PAP test,
identifying pre-cancerous lesions in the cervix, which can then be treated before the lesion
develops into cervical cancer.

Human Papillomavirus (HPV) infection is known to cause 99.7% of invasive cervical
cancers, mainly by types 16, 18, 31, and 45 (Walboomers, Jacobs et al. 1999, Petry 2014,
Williams, Werner et al. 2015). HPV induces an imbalance between cell proliferation and
apoptosis, leading to hyperplasia, cells apoptosis resistance, and accumulation of cell mutations
(Tjalma, Van Waes et al. 2005).

Carcinogenesis is a complex and multiphasic process influenced by genetic and
epigenetic phenomena that leads to changes in cell metabolism, proliferation, motility,
apoptosis regulation, among others. E6 and E7 HPV proteins interfere with cell proliferation
activity controlled by p53 and pRb and also inhibit cell cycle checkpoint control via cyclin-
dependent kinase (CDK) inhibitors (p21, p27, p16). During chronic HPV infection, integration
of the virus genome inside the host cell might occur, where cells will transition into cervical
intraepithelial neoplasia grade 1 (CIN-1) (Longworth and Laimins 2004, Yeo-Teh, Ito et al.
2018).

Neoplastic cells can invade and move through adjacent tissues in the cancer progression
process. This phenomenon can occur as a result of tumor cells adhesion mechanisms changes.
The loss of adhesion between tumor cells and the extracellular matrix (ECM) is a remarkable
step for tumor progression. Significant changes and irregularities in the cytoplasmic membrane,
the decrease or absence of junctional structures, and the reduction of adhesion molecules
between cells (such as cadherins) are markers for a progression event in cancer development
known as epithelial-mesenchymal transition process (EMT). EMT induction is a complex
mechanism involving transcription factors (TF) activation such as TWIST, SNAIL, ZEB1, and

ZEB2 (Goossens, Vandamme et al. 2017). The EMT occurs gradually and results in loss of
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epithelial cell characteristics, such as downs regulation of E-cadherins, up-regulation of N-
cadherins, downregulation of keratins, and up-regulation of anchorage proteins to the ECM and
mobile mesenchymal proteins [expression of N- and R -cadherins, vimentin, a-smooth muscle
actin (SMA-a) and G proteins of the Rhodopsin family (RHO)] (Lu and Kang 2019).

Medications to treat diabetes and hypertension have been associated with an increased
risk of malignancy in various studies. Therefore, a meta-analysis review suggests that most
associations of commonly used medications with cancer risk, if present, are likely to have small
or modest effects (loannidis, Zhou et al. 2014). Uncertainty continues as to whether treatments
for ovulation induction are associated with an increased risk of cancer. Human menopausal
gonadotropins, recombinant follicle-stimulating hormone, human chorionic gonadotropins, and
clomiphene citrate are ovulation-inducing drugs widely used since the 1960s for ovarian follicle
stimulation (Bowdler 1972). Clomiphene citrate is considered the best initial treatment for most
women with anovulatory infertility. Despite this long-term use, the scientific literature provides
conflicting information on the association between ovulation induction treatment and cancer
incidence (Practice Committee of the American Society for Reproductive 2016).

Ovulation induction causes changes in endogenous hormones, which raised doubts
about the safety of their long-term use, including the risks of developing cancer and their effects
on tumor promotion and progression. Several studies have investigated the possible relationship
between ovarian stimulation and the development of breast, ovarian, endometrial, thyroid,
colon, cervix, skin, and central nervous system cancers (Potashnik, Lerner-Geva et al. 1999,
Dor, Lerner-Geva et al. 2002, Kristiansson, Bjor et al. 2007, Yli-Kuha, Gissler et al. 2012,
Siristatidis, Sergentanis et al. 2013, Reigstad, Larsen et al. 2015, Reigstad, Larsen et al. 2015,
Kessous, Davidson et al. 2016, Momenimovahed, Taheri et al. 2019). However, data are
controversial, and most published works are observational. The lack of adequate control over
the populations investigated, the factors that influence cancer risk, and the lack of long-term
follow-up of patients who underwent treatment limit these studies’ methodologies, making it
difficult to interpret (Practice Committee of the American Society for Reproductive 2016).

For cervical cancer, the literature agrees that there is no increase in the probability of
developing this type of neoplasm when ovulation-inducing drugs are used (Potashnik, Lerner-
Geva et al. 1999, Dor, Lerner-Geva et al. 2002, Kristiansson, Bjor et al. 2007, Lerner-Geva,
Rabinovici et al. 2012, Yli-Kuha, Gissler et al. 2012, Siristatidis, Sergentanis et al. 2013,
Reigstad, Larsen et al. 2015, Kessous, Davidson et al. 2016, Zhou, Der et al. 2016), and some
researchers even suggest that the use of clomiphene citrate can significantly reduce the chances

of developing cervical neoplasia (Rossing, Daling et al. 1996).
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Hence, there are no reports in the literature on the effects of CC and LET on the behavior
of cervical cancer cells in vitro. In addition, knowing that cervical cancer directly relates to
HPV infection, no data shows its actions on viral replication. In this context, the present study
aimed to examine the effects of Clomiphene Citrate and Letrozole on human cervical
adenocarcinoma cell line HeLa (ATCC® CCL-2) on HPV viral load, cell metabolism and
viability, cell cycle, and regulation of genes involved in epithelial-mesenchymal transition
(EMT), to determine how these two commonly used ovulation-inducing drugs affect cancer

cells in vitro and the tumor cells phenotype and progression.

Material and methods

Cell culture

Cell line HeLa (ATCC® CCL-2), a human cervical adenocarcinoma of a 31-year-old
patient (Harvey 1976, Lucey, Nelson-Rees et al. 2009) was cultivated and expanded using
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% of fetal bovine serum
(FBS) and 1% of penicillin/streptomycin (all previously described reagents from Sigma Aldrich
Co., St. Louis, U.S.A), in 100 mm2 sterile cell culture dishes (Sarstedt Ag & Co, Nimbrecht,
Germany). Cells were incubated in a humid atmosphere with 5% CO- at a temperature of 37°C,
and its expansion was observed, changing the medium daily until obtaining a healthy monolayer
with confluence around 70-80%. To do the experiments, cells were then detached using 2 mL
of 1% Trypsin (Sigma Aldrich Co., St. Louis, U.S.A), collected in sterile tubes (Sarstedt
Ag&Co, Nimbrecht, Germany), centrifuged, and counted using a Neubauer chamber under an

inverted microscope.

Cells were plated for MTT assay, cell cycle analysis, RNA and DNA isolation,
according to the protocols of each experiment, and then treated with Clomiphene Citrate and

Letrozole for 24 and 48 hours.

MTT assay for assessment of cell metabolization

HeLa cells were counted and seeded in 96-well culture plates (Sarstedt Ag & Co,
Nimbrecht, Germany) at a density of 4x10° cells per well and incubated for 24 hours for
adherence and monolayer formation. Then, they were treated with four different concentrations
of either CC (2, 20, 200, and 2000 ng/mL) or LET (4, 40, 400, and 4000 ng/mL) (Sigma Aldrich
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Co., St. Louis, U.S.A) diluted in DMEM, in triplicate, and incubated for a period of 24 or 48
hours. These concentrations were chosen based on our laboratory group's studies with granulosa

cells.

MTT colorimetric assay estimates cell viability by measuring the capacity of
dehydrogenase enzymes present in the mitochondria and cytoplasm of viable cells in reducing
MTT vyellow tetrazolium salt [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-diphenyltetrazolium bromide
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)] to insoluble purple formazan crystals. After the incubation
with CC and LET for 24 or 48 hours, culture media was removed, and 100 pL of the MTT
solution (Sigma-Aldrich, USA) at a concentration of 5 mg/mL was added to each well. Then,
the plate was incubated for 4 hours, protected from light. Afterward, the supernatant was
discarded, and 100 pL of Dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, U.S.A)
was added to each well to solubilize the formazan crystals. The optical densities (OD) were
measured with a spectrophotometer at 570 nm (VersaMax Microplate Reader — Molecular
Devices, San Jose, U.S.A).

Analysis of cell cycle by propidium iodide (P1) DNA staining flow cytometry

Cell cycle status was performed by propidium iodide (P1) staining (Nicoletti, Migliorati
et al. 1991). HeLa cells were seeded in 12-well culture plates (Sarstedt Ag & Co, Nimbrecht,
Germany) at a density of 5 x10* cells per well. After 24 hours for adherence, cells were treated
with CC (2000 ng/mL) or LET (4000 ng/mL) and incubated in a 5% CO; humidified
atmosphere at 37°C for 24 h and 48 hours. As a control condition, HeLa cells were incubated
with DMEM only. Afterward, the supernatant was collected, and cells were centrifuged and
resuspended in a hypotonic fluorochrome solution — HFS (50 pg/mL P1in 0.1% sodium citrate
plus 0.1% Triton X-100) (BD Biosciences, USA). Adhered cells were collected by
trypsinization (Sigma Aldrich Co., St. Louis, U.S.A) in a pool for each treatment condition and
then centrifuged, washed with sterile phosphate-buffered saline (PBS) solution, and
resuspended with 300 pL of HFS. Cells were incubated at a temperature of 4°C for one hour in
the dark. The PI fluorescence of 10000 individual cells was measured by a FACScan flow
cytometer (BD Biosciences, USA), through FACSDiva software (BD Biosciences, USA). Data
were analyzed using FlowJo software 7.5.5 (TreeStar Inc, CA).

RNA extraction, reverse transcription, and real-time PCR (qPCR)
HelLa cells were seeded in 6-well culture plates (Sarstedt Ag & Co, Niimbrecht,

Germany) at a density of 10° cells per well and incubated for 24 hours for proper adhesion.
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Then they were treated with 2000 ng/mL of CC or 4000 ng/mL of LET, diluted in DMEM, and
incubated for 24 or 48 hours. Cells on control condition received only DMEM.

After treatment, supernatants were collected and transferred to microtubes to
centrifugate and recover any floating cells. The adhered cells were incubated for three minutes
with 1000 pl of Trizol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA). Afterward, the well’s
content was transferred to microtubes for subsequent RNA extraction, which was carried out
according to the manufacturer’s guidelines, followed by RNA quantification (NanoDrop Lite -
Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA).For cDNA synthesis, a 1000 ng of total RNA was
reverse transcribed using the M-MLV Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, USA), following the manufacturers’ protocol for random hexamers primers.

Quantitative PCR was carried out in QuantStudio 3 Real-time PCR System (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, USA) using the Power Sybr®Green Master Mix Kit (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, USA), and the analysis of relative gene expression data used
Method Amplification was based on the following experimental design: Stage 1: 50°C for 2
min; Stage 2: 95°C for 10 min; Stage 3: 40 cycles at 95°C for 15s and 58°C for 60s; Stage 4
(melt curve): 95°C for 15s and 60°C for 1 min. The primers used for gPCR reactions are
described in Table 1.

Table 1. Primers sequences for RT-PCR and g-PCR

) Fragment GenBank

Gene _ Nucleotide sequence (nt) _ )
Primers size Acession number
Forward | 5’- TGGGTGTGAACCATGAGAAG -3’

GAPDH 125 NM_001289746.1

Reverse 5’- GAGTCCTTCCACGATACCAAAG -3’
Forward | 5°- CCCTTCACAGCAGAACTAAC -3’

ECAD 108 NM _001317185.1
Reverse | 5’- CACCTCTAAGGCCATCTTTG -3’
Forward | 5°- GGACCGAGAATCACCAAATG -3’

NCAD 94
Reverse 5’-CGTTCCTGTTCCACTCATAG -3’ NM_001308176.1
Forward | 5’- GAGGTGACTCGAGCATTTAG -3’

ZEB1
Reverse 5’-TTCTGTCTCGTCCGTAAC -3’ 123 NM_001323654.1
Forward 5’- CATAGGCAGGTCAGAATAC -3’

ZEB2 122 NM_032991.2
Reverse | 5’- GATAAATAGGCGACCTGTGC -3’
Forward | 5’- GGACAGAGTCCCAGATGAC -3’

SNAIL 129 NM_001229.5
Reverse 5’- GGACAGAGTCCCAGATGAC -3’
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DNA extraction and HPV PCR detection and quantification

The DNA extraction was performed using TRI Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA\) protocol from the interphase and organic phase that remained after removing the aqueous
phase containing RNA. According to the manufacturer’s guidelines, the process was carried
out, followed by DNA quantification (NanoDrop Lite - Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
USA).

gPCR amplification for HPV18 detection and quantification was based on the following
experimental design: Stage 1: 50°C for 2 min and 95°C for 10 min; Stage 2: 95°C for 15s and
60°C for 60s; Stage 3 (melt curve): 40 cycles at 95°C for 15s, 60°C for 60s and 95°C for 1s;
and Stage 4: 4°C for . The primers used for HPV q-PCR reaction are described in Table 2.

Table 2. Primers sequences for HPV g-PCR

GenBank
) ) Fragment )
Primers Nucleotide sequence (nt) ) Acession
size (pb)
number
Ly | FOrHPV18 5- CAGTGCCATTCGTGCTGCAA -3
142 MN909342.1
18+ RevHPV18 5'- GGAATTTCATTTTGRGGCTCTAAA -3
gPCR data analysis

Gene expression was accessed by the comparative CT method (CT mean for the target
gene — CT mean for the endogenous control), as the endogenous control (housekeeping gene
GAPDH) was used to normalize gene expression and generate the ACT. The AACT (ACT
sample - ACT of the calibrator) was calculated, and the 24T formula was applied to obtain

relative expression levels of each target gene (fold change) (Livak and Schmittgen 2001).

Statistical analysis

All statistical data were obtained using GraphPad Prism software, version 8.0
(GraphPad Software, La Jolla, USA). The results were analyzed by One-Way ANOVA and
Two-Way ANOVA, and their possible correlations by Tukey's Multiple Comparisons test and
Sidak's Multiple Comparisons Test. Differences were considered significant for a p-value
inferior to 0.05 (p < 0.05).
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Results
Metabolization and cell viability after CC and LE treatment

After 24 and 48 hours of treatment, neither Clomiphene Citrate nor Letrozole showed
cytotoxic effect at the concentrations tested. On the contrary, for both drugs and times, all
treatment conditions had cell metabolization rates higher than the control condition (p <
0,0001). It was noted that MTT metabolization in CC treated cells was 86% and 75% higher
after 24 and 48 hours, respectively, when compared to untreated cells (p < 0,0001) (Fig. 1A).
After treatment with Letrozole, the cells showed an increase in cell metabolization at 24 and 48
hours post treatment, when compared with the control, 75% and 70%, respectively (p < 0,0001)
(Fig. 1B).

Effects of the CC and LET treatment on the HeLa cell cycle

Cell cycle was evaluated at 24 and 48 hours pos CC and LET treatment at 2000 ng/mL
and 4000 ng/mL, respectively. After 24 hours treatment with CC, it was observed a decreased
in cells at <Glphase (p < 0,05) and at S phase (p < 0,05), and an increase at G1 phase (p < 0,05)
when compared to the control (Figure 2A). In contrast, it was observed that LET treatment after
24 hours increase the number of cells at <G1 phase (p < 0,01) and S phase (p < 0,01) and
decrease cells at G1 phase (p < 0,0001).

Concerning the cells treated for 48 hours with CC and LET, there were no significant
variations in the percentage of cells at <G1, S, and G2 phases, when compared to control.
Therefore, cells treated with CC for 48 hours showed a decrease at the G1 phase compared to
control (p <0,01). However, cells treated with LET for 48 hours had an increase at the G1 phase

in comparison with CC treatment (p < 0,01) (Fig. 2B).
Effects of the CC and LET treatment on the gene expression

Gene expression related to the epithelial-mesenchymal transition (EMT) event, such as
CDH1(ECAD gene) and CDH2 (NCAD gene), ZEB1, ZEB2, and SNAIL, were assessed in HeLa
cells after CC and LET treatment for 24- and 48-hours.

An upregulation on ZEB1 (p < 0.01), ZEB2 (p < 0.05) and SNAIL (p < 0.01) mRNA
expression was identified pos 24 hours of CC treatment (Fig. 3A), when compared to control.

In addition, the same effect in upregulating transcription factors ZEB1 (p < 0.001) and SNAIL
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(p < 0.0001) expression pos 24 hours with LET treatment was observed (Fig. 3B). However,

these expressions were largely reduced after 48 hours (p < 0.01) of treatment.

Furthermore, NCAD exhibited an upregulation as a result of 48 hours of treatment with
CC and LET when compared to the control cells (Fig. 3A and B) (p < 0.01). At the same time,
LET treatment for 48 hours conserved an upregulation on transcription factor SNAIL observed
at 24 hours (Fig. 3B) (p < 0.0001).

Meanwhile, ECAD mRNA expression had no significant regulation by CC and LET at
24 and 48 hours post treatment (Fig. 3A and B). Along with ZEB2 mRNA expression that
showed no change after 24 and 48-hours treatment with LET (Fig. 3B) compared to the control.

Effects of the CC and LET treatment on HPV'18s’ viral load in HelLa cells

HPV18 DNA copies were accessed in HelLa cells after CC and LET treatment for 24 and 48
hours to evaluate HPVs’ viral load. A downregulation on HPV18s> DNA expression (p <
0,0001) was identified after 24 hours of treatment with both drugs compared to the control cells.
After 48 hours, this expression was increased with both drugs, mainly with LET, even though

it was not statistically significant (Fig. 4).
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Figure 1. Adenocarcinoma HelLa cells MTT metabolization assay after 24- and 48-hours
treatment with different concentrations of CC (A) and LET (B) (ng/mL). Control cells received
media only. The CC treatment increases the percentage of MTT metabolization (86% with 24
hours and 75% with 48 hours), compared to control cells (A). LET treatment increased the MTT
metabolization (75% with 24 hours and 70% with 48 hours, respectively) compared to control
cells (B). Values represent the means of one experiment run in triplicates, with bars representing
standard deviation. Statistical significance was calculated by Two-Way ANOVA (****p <
0.0001).
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Figure 2. Effects of 2000 ng/mL CC and 4000 ng/mL LET treatment on HeLa cell cycle after
24 hours (A) and 48 hours (B), assessed by Pl-flow cytometry. Control cells received media
only. After 24 hours of treatment with CC: decrease in the % of cells at <G1 and S phase,
compared to the control condition. After 24 hours of treatment with LET, an increase at <G1
and S phase (p < 0,01) and a decrease at G1 phase (p < 0,0001) is noted in comparison with CC
treatment (A). After 48 hours, there was a significant decrease in the percentage of G1 (p <
0,01) for cells treated with CC, compared to control. Values represent the means of one
experiment run in duplicates, with bars representing standard deviation. Statistical significance
was calculated by Two-Way ANOVA (*p < 0,05; **p < 0,01; ****p < 0,0001). (CC:
Clomiphene Citrate; LET: Letrozole).
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Figure 3. ECAD, NCAD, ZEB1, ZEB2, and SNAIL mRNA expression in HelLa cells treated
with CC (A) and LET (B) for 24 and 48-hours. Control cells received media only. ECAD
expression had no significant regulation for both drugs (CC and LET) and times (24 and 48
hours). The significant difference was found on ZEB1 and SNAIL expression after 24 hours of
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treatment with 2000 ng/mL CC and ZEB1 and SNAIL expression after 24 hours with 4000
ng/mL LET. NCAD exhibited a significant and higher expression after 48 hours of treatment
with both drugs, compared to the control cells expression. SNAIL expression was higher than
the control condition after 24- and 48-hours incubation with LET. Statistical significance was

calculated by One-way ANOVA test (CT: Control, CC: Clomiphene Citrate; LET: Letrozole).
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Figure 4. HPVs’ viral load in HeLa cells after 2000 ng/mL CC and 4000 ng/mL LET for 24
and 48 hours. Control cells received media only. A downregulation (p < 0,0001) was identified
after 24 hours of treatment, and a not significative upregulation was observed after 48 hours of
treatment on HPV18s” DNA copies with CC and LET. Statistical significance was calculated
by One-way ANOVA test (CC: Clomiphene Citrate; LET: Letrozole).
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Discussion
Epithelial Mesenchimal Transition 2
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Figure 5. Clomiphene Citrate and Letrozole modulate the epithelial-mesenchymal transition

target gene expression in HelLa cells — Figure: Isabella da Terra Borges, 2022.

Several studies seek to determine the correlation between the ovulation inducing drugs
and the risk for cancer once this therapy modifies the hormonal environment, which could lead
to malignant cellular changes (Ron, Lunenfeld et al. 1987, Luke, Brown et al. 2015, Practice
Committee of the American Society for Reproductive 2016) However, the effects of
Clomiphene Citrate and Letrozole on cervical tumor promotion and progression remain
unknown. According to Rossing et al., CC and LET do not stimulate the proliferation and
expansion of cervical neoplastic cells (Rossing, Daling et al. 1996). Cytotoxic effect was not
expected either, as none of these drugs are used as antitumor drugs, but to mimic the action of
hormones such as estrogen or induce the release of FSH.

To analyze the cervical neoplastic cell’s comportment under treatment, this pioneering
study focuses on the in vitro effects of clomiphene citrate and letrozole in human cell line HeLa.
According to the data obtained, CC and LET increased on average 76% of MTT’s
metabolization, which may indicate that both drugs, at any concentration, either stimulate cell
proliferation or increase the metabolic activity of cervical tumor cells. This result is in contrast
with epidemiological literature data, which shows that the use of CC does not promote tumor
cervical cell proliferation and expansion (Rossing, Daling et al. 1996, Siristatidis, Sergentanis
et al. 2013, Kessous, Davidson et al. 2016, Kroener, Dumesic et al. 2017, Reigstad, Storeng et
al. 2017).
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The present study evaluated the promoting effects of drugs directly on cervical tumor
cell behavior in vitro. Cell cycle analysis showed that after 24 and 48 hours of CC and LET
treatment. There was no increase in the number of cells in <G1 phase, corroborating MTT
results that both drugs do not have a cytotoxic effect on HelLa cells. It was also observed that
both treatments led to a decrease in the percentage of cells in the G1 phase (p < 0,01) after 48
hours, which suggests that more cells are synthesizing genetic material and preparing for cell
division once the drugs promoted activation of the cell cycle, in which the cells were stimulated
from the G1 phase to the S phase, and from S to G2. This in vitro study differs from previous
studies that claim that the use of clomiphene citrate reduced the chances of developing cervical
cancer (Practice Committee of the American Society for Reproductive 2016), once most of
them are epidemiologic and observational cohort studies, therefore do not considerate the risk
of tumor promotion and progression in patients with some neoplastic cells initiated by other

carcinogenic agents.

The EMT process can be investigated by expressing specific genes, such as ZEB1,
ZEB2, TWIST, SNAIL, CDH1 (E-cadherin or ECAD gene) and CDH2 (N-cadherin or NCAD
gene). Once E-cadherin plays an essential role at epithelial cell adhesion, the decrease or loss
of its expression is related to a poor prognosis (Wong, Fang et al. 2018). On the other hand, a
higher N-cad expression enhances cancer cell mobility by mediating a weaker cell-cell adhesion
and turning epithelial cells into a mesenchymal phenotype (Nguyen, Duchesne et al. 2019),
which promotes tumor cell migration, invasion, and metastasis (Kuphal and Bosserhoff 2006),
as demonstrated by many studies in vitro (Hsu, Wheelock et al. 1996, Islam, Carey et al. 1996,
Li, Satyamoorthy et al. 2001, Klymenko, Kim et al. 2017) However, several authors believe
that E-cadherin loss is a consequence, not a cause, for EMT, once just its loss is insufficient to
drive breast cell line into the transition (Chen, Beetham et al. 2014, Loh, Chai et al. 2019). That
means a higher expression of the N-cad is more relevant to evaluate cancer progression than
the loss or decrease of E-cad expression. In this perspective, a slight but not significant
reduction in ECAD expression for CC condition (Fig. 3A) was seen after 24- and 48-hours of
treatment. A remarkable increase in NCAD expression after 48 hours of treatment with CC was
observed and LET (Fig. 3B and 3G). Considering these results, it is possible to infer that both
drugs stimulate cervical cancer development by changing cell phenotype and enhancing its
potential to run through stroma and migrate to distant places, as it was already seen in many
types of cancer, such as prostate cancer, melanoma, pancreatic cancer, multiple myeloma, lung

cancer and oral squamous cell carcinoma (Cao, Wang et al. 2019). According to the literature,
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the aberrant N-cadherin expression found in this study after 48 hours of CC and LET treatment
is correlated with an advanced tumor stage, invasion, and metastasis (Cao, Wang et al. 2019).

Furthermore, Li and colleagues found out that, on melanoma cells in vitro, N-cadherin
promotes a new kind of adhesion and communication between cancer and host cells, facilitating
neoplastic cell’s mobility and adaptation into different sites; and mediates cellular interaction,
enhancing cancer cell survival by activating Akt/PKB pathway (Li, Satyamoorthy et al. 2001).
This agrees with the found results that CC and LET do not exhibit cytotoxicity and increase N-
cad expression, which could be correlated to HeLa survival and cell cycle activation. Withal,
ECAD and NCAD genes can be co-expressed at different levels once EMT has intermediate
states between epithelial and fully mesenchymal states, known as hybrid EMT states
(Pastushenko and Blanpain 2019). Besides that, previous studies demonstrated NCAD can
promote cancer cell migration and invasion by itself, independent of ECAD downregulation
(Nieman, Prudoff et al. 1999, Li, Satyamoorthy et al. 2001), which agrees with the maintenance

of ECAD and increase of NCAD observed in the experiments.

The zinc-finger E homeobox-binding (ZEB) protein family of transcription factors,
ZEB1 and ZEB2 are best known to drive EMT by directly binding the E-box elements and
modulating epithelial genes expression, such as ECAD. Also, they are related to important
processes such as cell cycle, cell survival, and longevity (Scott and Omilusik 2019) Depending
on its expression level, conformation, and which gene it regulates, ZEB1 can act as a repressor
or activator (Ran, Lin et al. 2015). Even though ZEB1 and ZEBZ2 higher expression were found
and correlated to cell migration and invasion in breast, squamous carcinoma, colorectal, and
ovarian cancer cells (Brabletz and Brabletz 2010, Stemmler, Eccles et al. 2019), they may
present opposite effects, which was seen in melanoma: ZEB1 is related to a malignant
progression and a poor prognosis, whereas ZEB2 inhibits metastasis (Stemmler, Eccles et al.
2019). In the cervical cancer context, ZEBL1 is significantly higher expressed in advanced stages
(including vascular invasion and lymph node metastasis) of the disease, accompanied by a
decreased expression of E-cad, when compared to normal tissues (Ma, Zheng et al. 2015, Ran,
Lin et al. 2015). Hence, it is possible to assume that CC and LET treatments stimulate HeLa
cells' expression of malignancy target genes, such as the NCAD gene, by increasing ZEB1
expression after 24 hours. Once NCAD reaches a high expression after 48 hours, it may be
acting as an endogenous blockage to ZEBI’s expression, which explains ZEB1’s

downregulation after 48 hours.
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On the other hand, the ZEB2 gene presented an upregulation after 24-hours of CC
treatment compared to the control, which could mean clomiphene citrate also regulates this TF
and, consequently, its activity. However, this expression is lower than the ZEB1’s one, making
it possible to hypothesize that ZEB2 also modulates ECAD gene expression, as suggested by
many previous studies (Wong, Gao et al. 2014, He, Northey et al. 2017, Gamba, Damasceno et
al. 2019). Still, it was not enough to downregulate it, as already reported in the literature
(Vandewalle, Comijn et al. 2005). More studies should be realized to understand the difference
between ZEB1 and ZEB2 expressions and how ZEB2 acts.

SNAIL is also a transcription factor that binds to the E-box sequences, mainly in CDH1
(ECAD), and represses their expression (Lu and Kang 2019). In cancer, SNAIL may promote
tumor progression once its overexpression in cancer cells is related to a decrease in adherent
junctions, a change in cell’s polarity, and an enhanced capacity to migrate and invade tissues.
Additionally, SNAIL is a good predictor of many types of cancer metastatic potential and
prognosis (Batlle, Sancho et al. 2000, Chen, Li et al. 2013).

In the present study, there was a notable upregulation in SNAIL expression for both
drugs, whereas, for CC treatment, it was much higher. It may be due to CC’s binding on
estrogen receptor alpha (ERa) on HeLa cells, once Ye and colleagues demonstrate that the
presence of ERa in breast cancer cell lines results in aberrant expression of SNAIL. In contrast,
ERa knockdown significantly reduced its expression (Ye, Xiao et al. 2010). By that, in cervical
cancer HeLa cells, CC and LET induce the neoplastic progression through regulating SNAIL
in vitro, by regulating genes involved in EMT as NCAD gene, which is in agreement with the
literature (Sun, Guan et al. 2020, Tang, Zhao et al. 2020, Tian, Qi et al. 2020). As well as ZEB1,
SNAIL expression was downregulated after 48 hours of treatment, which may be explained by

NCAD upregulation acting as an endogenous blockage, a self-regulation system.

The literature shows inconsistent data among HPVs’ viral load and the severity of
cervical lesions (Liu, Xu et al. 2021). However, specifically for HPV18, a higher viral load was
observed in high pathologic grade cancers (Kim, Kim et al. 2020). In this context, no previous
studies correlate HPVs’ viral load and the use of ovulation-inducing drugs. Once HPV18’s
DNA expression indicates how many copies of the virus there are in HeLa cells, it was possible
to evaluate HPVs’ replication and viral load following clomiphene citrate and letrozole

treatments.
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Xiao and colleagues once reported the HPV L1 protein expression and granules in HeLa
cells, which can suggests the presence of HPV episomal form in these cells (Xiao, Fu et al.
2015). Considering that, the lower viral load in CC and LET conditions, after 24 hours
treatment, may be due to inactivation of episomal forms of the virus by these drugs. However,
after 48 hours, both drugs exhibited higher viral load, indicating that CC and LET lead to a
major viral replication over time. This result may suggests a direct action of the transcriptional
factors ZEB1, ZEB2, and SNAIL, that where highly expressed by the drugs, stimulating
transcription of the HPV18 genome, since it is also integrated into HeLa’s chromosome
(Popescu, Amsbaugh et al. 1987). Besides that, previous meta-analyses and reviews reported
that cell’s malignancy and lesion’s severity tend to increase as the higher its HPVs’ viral load
gets (Amaro-Filho, Pereira Chaves et al. 2018) (Kadaja, Sumerina et al. 2007) which agrees to

all the present results.

In conclusion, the present study suggested that clomiphene citrate and letrozole enhance
cervical cancer cell line malignancy in vitro by increasing HPVs’ viral load over time,
activating the cell’s cycle, increasing their metabolism, and, mainly, regulating the EMT
process. Both drugs seem to act primarily on transcription factors, such as ZEB1, ZEB2, and
SNAIL, and increase their expression, which regulates N-cad and E-cad expression,

accentuating the cell’s mesenchymal phenotype (Figure 5).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A associagéo entre o uso de drogas indutoras de ovulagdo, como o Citrato de Clomifeno (CC)
e o Letrozol (LET), e o desenvolvimento de diferentes neoplasias vem sido avaliada e descrita
na literatura, principalmente atraves de estudos epidemioldgicos. Os dados sobre os efeitos
dessas duas drogas amplamente utilizadas em protocolos de Estimulacdo Ovariana Controlada
(EOC) na ocorréncia de cancer de colo de Utero sdo controversos, e podem ter sido
influenciados por inumeros vieses, como a falta de acompanhamento adequado/a longo prazo,
e exposi¢do das pacientes a outros fatores de risco. Portanto, para melhor avaliar a atuacdo
desses medicamentos sobre células ja iniciadas e envolvidas no processo tumoral, sem
interferéncia de fatores externos, é necessario realizar experimentos passiveis de reproducéo e

comparar seus resultados, como experimentos in vitro.

Em 2019, foram realizados os primeiros estudos in vitro avaliando o efeito de diferentes
concentracdes do CC e do LET, por 24 e 48 horas, sobre a viabilidade, o metabolismo e o ciclo
celular de células neoplasicas de adenocarcinoma endocervical (HeLa). Os resultados do teste
de MTT demonstraram que tanto o CC quanto o LET néo séo citotoxicos, independentemente
de suas concentracfes e do tempo de tratamento; pelo contrério, eles aumentaram a
metabolizacdo celular em média de 70% em comparacdo as células controle. Ja através da
citometria de fluxo, observou-se aumento na fase <G1 e S, e diminuicdo na fase G1 apos 24
horas de tratamento com LET, em comparacdo com o tratamento CC. Apds 48 horas, houve
diminuicdo significativa na porcentagem de G1 as células tratadas com CC, em relacdo ao
controle; assim como um aumento suave, mas ndo significativo, na quantidade de células nas
fases S e G2 nas condicGes de tratamento com CC e LET. Todos estes dados obtidos sugerem
que o citrato de clomifeno e o letrozol estimulam o metabolismo e proliferacdo das células, ao

ativar sua progresséo pelas fases do ciclo celular (Borges, 2019).

Logo, o presente trabalho apresenta-se como uma continuac¢do dos estudos de 2019, buscando
avaliar a influéncia de 2000 ng/mL de CC e de 4000 ng/mL de LET sobre a expressao de genes
relacionados a Transicdo Epitélio-Mesénquima, assim como sobre carga viral do HPV18 nas
células HelLa. Através de g-PCR, observou-se que para ambas as drogas, tanto apds 24 quanto
48 horas, ndo houve alteracdo significativa na expressdo de CDH1 ou ECAD, referente a
proteina E-caderina. Entretanto, apos 48 horas, houve uma expresséo aberrante de CDH2 ou
NCAD, gene relacionado a proteina N-caderina. O “Cadherin Switch” é um evento gradual

caracteristico da Transicdo Epitélio-Mesénquima, em que as células deixam de apresentar a
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glicoproteina transmembranar E-cad, e passam a apresentar outra glicoproteina, a N-cad. Essa
troca de caderinas leva a alteracbes nos mecanismos de adeséo célula-célula, assim como na
interacdo entre células e com a MEC, na polaridade e, principalmente na capacidade de invasao,

migracao celular.

Também se observou uma super expressao dos fatores de transcricdo ZEB1 e SNAIL apds 24
horas de tratamento com CC e LET; essa, reduziu de maneira significativa apds 48 horas,
possivelmente devido ao bloqueio endégeno de NCAD. ZEB1, ZEB2 e SNAIL s&o
fundamentais na TEM, atuando como repressores transcricionais de E-cad e estimulando um
maior comprometimento das células HeLa com o fenotipo mesenquimal, sabidamente invasor,
migratorio e mével. Dessa forma, sugere-se que tanto o citrato de clomifeno quanto o letrozol
sdo capazes de estimular a transicdo epitélio-mesénquima (ao promover maior expressao de
marcadores mesenquimais) e, por consequéncia, a agressividade tumoral das células HeLa,

incitando seu potencial invasivo e metastatico.

Segundo Kadaja e colaboradores, 0 HPV pode coexistir nas formas epissomal e integrada, de
modo que as proteinas E1 e E2 transcritas através do epissoma atuam também no fragmento
integrado ao genoma viral, promovendo sua replicacdo (Kadaja, Sumerina et al. 2007). Em
2015, Xiao e colegas demonstraram a expressdo da proteina L1 do HPV18 presente em células
HelLa, o que também sugere a presenca viral em forma mista em células neoplasicas. Entretanto,
a carga viral de HPV18 nas células HeL a foi significativamente menor apds incubacdo com CC
e LET por 24 horas. Esse resultado opde-se ao esperado, ja que estudos prévios demonstraram
maior numero de cdpias de HPV18, quanto maior a agressividade das células neoplasicas
cervicais (Kim, Kim et al. 2020). SupGe-se que ambas as drogas afetam os epissomas virais,

levando a reducéo da carga viral.

Observa-se, entretanto, um aumento na carga viral apés 48 horas de tratamento. Pensa-se entdo,
que os fatores de transcricdo ZEB1, ZEB2 e SNAIL, superexpressos apés 24 horas, possam
atuar diretamente tanto na forma integrada, quanto na epissomal, estimulando sua replicacéo e,
consequentemente, uma maior carga viral. Isto posto, sugere-se que o citrato de clomifeno e o
letrozol podem induzir um perfil mais agressivo das células neoplasicas cervicais HelLa, ndo s6

pela ativagdo da TEM, mas também por estimular a replicagdo viral a longo prazo.

Para investigar melhor como os tratamentos com CC e LET podem afetar os potenciais das
células do cancer do colo do Utero, outros experimentos devem ser realizados, como 0 ensaio

de cicatrizacdo de feridas com um composto antimitético para avaliar sua capacidade
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migratdria; o ensaio de migracdo transwell para avaliar seu potencial invasivo; e anélises de
genes de metaloproteinases, para melhor compreensdo de como a N-caderina induz metastases.
Apesar de células HeLa serem um 6timo modelo, elas sdo provenientes de um adenocarcinoma
endocervical de apenas uma paciente e, portanto, ndo abrangem a heterogeneidade das
neoplasias de colo uterino. Outras linhagens de células de cancer neoplésicas cervicais, como
SiHa (HPV 16+), HT-3 (HPV 30+) e C33A (HPV-), devem ser analisadas apds o tratamento
com CC e LET para estabelecer bases mais solidas, comparar resultados e compreender melhor
como esses medicamentos podem interferir em suas capacidades e, consequentemente, na

progressao do cancer.
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Figura 1. Grafico de amplificacdo do branco para o gene GAPDH.
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Figura 3. Gréfico de amplificacdo das amostras (CN1 24, CC1 24, LET1 24, CN1 48, CC1 48
e LET1 48) em duplicata, para o gene GAPDH.
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Figura 4. Gréafico de amplificagdo do branco para o gene ECAD.
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Figura 5. Gréafico da curva de melting para o gene ECAD.
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Figura 6. Grafico de amplificagdo das amostras (CN1 24, CC1 24, LET1 24, CN1 48, CC1 48
e LET1 48) em duplicata, para o gene ECAD.
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Figura 11
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Figura 11. Gréfico da curva de melting para o gene ZEBL.
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Figura 12. Grafico de amplificagdo das amostras (CN1 24, CC1 24, LET1 24, CN1 48, CC1
48 e LET1 48) em duplicata, para o gene ZEB1.
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Figura 13. Gréfico de amplificacdo do branco para o gene ZEB2.
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Figura 15
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Figura 15. Gréfico de amplificagdo das amostras (CN1 24, CC1 24, LET1 24, CN1 48, CC1
48 e LET1 48) em duplicata, para o0 gene ZEB2.
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Figura 16. Gréfico de amplificacdo do branco para o gene SNAIL.
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Figura 17. Gréfico da curva de melting para o gene SNAIL.
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Figura 18. Gréafico de amplificacdo das amostras (CN1 24, CC1 24, LET1 24, CN1 48, CC1

48 e LET1 48) em duplicata, para o gene SNAIL.
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Figura 19. Grafico de amplificacdo das amostras de DNA para gene GAPDH.

Figura 20

Amplification Plot

ARNn

N 049947 /

0.01

0.001

M HPV18
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Figura 21. Grafico de amplificacdo das amostras de DNA para GAPDH e HPV18.
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8.2 GEL DE POLIACRILAMIDA - PCR CONVENCIONAL DNA VIRAL

Figura 19

Figura 19. Gel de poliacrilamida p6s PCR convencional do DNA viral. Amplificacdo de
fragmentos de DNA com 150 pares de base (pb) referentes a proteina L1 do virus HPV (primers
GP5 e GP6) através de PCR convencional. Observam-se fragmentos com 150 pb em todas as
amostras (CN1 24, CC1 24, LET1 24, CN1 48, CC1 48 e LET1 48), confirmando a presenca e
integridade do DNA viral.



