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RESUMO

Em condicgdes fisioldgicas normais, as proteinas supressoras tumorais pRb e p53 ndo
permitem que uma célula alterada avance no ciclo celular; entretanto, quando ha uma
infeccéo por um HPV de alto risco oncogénico (HRHPV) (principalmente HPV-16 e 18)
nas ceélulas cervicais, as oncoproteinas virais E6 e E7 as degradam, gerando células
imortalizadas e iniciando a tumorigénese, dando origem ao cancer cervical (CC), uma
neoplasia maligna caracterizada pelo crescimento desordenado de células em um
tecido/6rgdo podendo disseminar-se pelo corpo (metastase). Em mais de 90% dos
casos de CC ha o envolvimento da infeccdo por HRHPV, a IST mais contagiosa
existente, relacionando-se a 690 mil casos de cancer por ano. Atualmente séo usados
como tratamento a crioterapia, eletrocauterizacéo, cirurgia de alta frequéncia (CAF),
cirurgia a laser ou ainda a histerectomia, que podem impossibilitar uma gravidez futura
ou levar ao reaparecimento de lesbes, ndo curando as mulheres definitivamente.
Tratamentos utilizando microRNAs (miR) e short hairpin RNAs (shRNAs) sé&o
abordagens menos invasivas, que mostraram o6tima eficécia in vitro e in vivo devida
sua acao focalizada. Ambos séo pequenos RNAs nao codificadores, um subtipo de
RNA de interferéncia, capazes de controlar a tradu¢édo. Enquanto os microRNAs estao
presentes fisiologicamente, o shRNA ¢é artificial, inserido em plasmideos. Esse
trabalho tem como objetivo revisar a proposta de uma nova abordagem de tratamento
para o CC causado por HPV-16 e HPV-18, utilizando-se miR-143 e/ou shRNAs, a
partir de artigos publicados entre 2017-2022, em inglés, nas bases de dados Google
Académico e Pubmed, a fim de obter resultados recentes sobre a tematica, utilizando-
se o operador booleano AND, sendo selecionados 20 trabalhos que empregaram o
miR e shRNA in vitro ou in vivo para fins de tratamento. Foram selecionados diferentes
estudos demonstrando que o miR-143 encontrou-se subexpresso no CC, perdendo
seu potencial inibitério sobre diversos alvos intracelulares, dentre eles: HIF-1q,
GOLM1 e BCL-2, responsaveis pela angiogénese, biossintese/transporte de proteinas
e inibicdo apoptotica, respectivamente e, em decorréncia desses dados, alguns
trabalhos visaram aumentar sua quantidade para retomar suas func¢des. Ja o0 ShRNA
foi desenhado em diferentes estudos para ter como alvo: as oncoproteinas virais,
degradando-as, com consequente retorno das funcdes de pRb e p53; além do NF90,
regulador positivo da expressao de HIF-1a, e a ASF1B, relacionada a progresséo do
ciclo celular. Foram obtidos uma reducéo da proliferacdo celular, maiores taxas de
apoptose e reducao do volume tumoral com o uso de ambas as intervencgoes; todavia,
0 uso de shRNA contra E6/E7, nos artigos revisados, levou a quase erradicacao do
tumor ou a reducdes drasticas de tamanho. Portanto, concluiu-se que o miR-143 e
ShRNAEG6/E7 mostraram ser promissores no tratamento de CC, além de menos
invasivos. O sinergismo entre eles poderia ser considerado para possivel aplicacéo
em estudos futuros, na tentativa de trazer uma cura para pacientes com a doenca.

Palavras-chave: Neoplasias do Colo do Utero; RNA Interferente Pequeno; MicroRNA;
HPV.



ABSTRACT

In normal physiological conditions, tumor suppressor proteins pRb and p53 do not
allow an altered cell to advance in the cell cycle; however, when there is an oncogenic
high-risk HPV (HRHPV) infection (mainly HPV-16 and 18) in cervical cells, viral
oncoproteins E6 and E7 degrade them, generating immortalized cells and initiating
tumorigenesis, giving rise to cervical cancer (CC), a malignant neoplasm characterized
by the disordered growth of cells in a tissue/ organ and can spread through the body
(metastasis). In more than 90% of cases of CC there is the involvement of HRHPV
infection, the most contagious STI existing, relating to 690,000 cases of cancer per
year. Currently, cryotherapy, electrocautery, high-frequency surgery (LEEP), laser
surgery and hysterectomy are used as treatment, which can make a future pregnancy
impossible or lead to the reappearance of lesions, not curing women definitively.
Treatments using microRNAs (miR) and short hairpin RNAs (shRNAs) are less
invasive approaches, which showed great efficacy in vitro and in vivo due to their
focused action. Both are small non-coding RNAs, a subtype of interference RNA,
capable of controlling translation. While microRNAs are physiologically present,
shRNA is artificial, inserted into plasmids. This paper aims to review the proposal of a
new treatment approach for CC caused by HPV-16 and HPV-18, using miR-143 and/or
shRNAs, from articles published between 2017-2022, in English, in the Google Scholar
and Pubmed databases, in order to obtain recent results on the subject, using the
Boolean operator AND, 20 studies were selected that used the miR and shRNA in vitro
or in vivo for treatment purposes. While microRNAs are physiologically present, ShRNA
is artificial, inserted into plasmids. This work aims to review the proposal of a new
treatment approach for CC caused by HPV-16 and HPV-18, using Mir-143 and/or
shRNAs, from articles published between 2017-2022, in English, in the Google Scholar
and Pubmed databases, in order to obtain recent results on the subject, using the
Boolean operator AND, 20 studies were selected that used the Mir and shRNA in vitro
or in vivo for treatment purposes. Different studies were selected demonstrating that
the miR-143 was found to be underexpressed in CC, losing its inhibitory potential on
several intracellular targets, among them: HIF-1a, GOLM1 and BCL-2, responsible for
angiogenesis, biosynthesis/transport of proteins and apoptotic inhibition, respectively,
and as a result of these data, some studies aimed to overexpress miR-143 to resume
their functions. The shRNA was designed in different studies to target: viral
oncoproteins, degrading them, with consequent return of pRb and p53 functions; in
addition to NF9O0, positive regulator of HIF-1a expression, and ASF1B, related to cell
cycle progression. Were obtained cell proliferation reduction, higher apoptosis rates,
and tumor volume reduction with the use of both interventions; however, the use of
shRNA against E6/E7 in the reviewed articles led to near tumor eradication or drastic
reductions in size. Therefore, it was concluded that miR-143 and ShRNAEG6/E7 showed
to be promising in the treatment of CC, as well as less invasive. Synergism between
them could be considered for possible application in future studies, in an attempt to
bring a cure to patients with CC.

Keywords: Cervical Neoplasms; Small Interfering RNA; MicroRNA; HPV.
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1 INTRODUCAO

O céancer de colo do utero, também chamado de cancer cervical (CC), € uma
neoplasia maligna de células da cérvice caracterizada pelo seu crescimento
desordenado podendo disseminar-se pelo corpo (metastase), sendo um grave
problema de saude publica, por ser o terceiro tipo de cancer com maior incidéncia em
mulheres, estando presente principalmente em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, onde muitas mulheres ndo tém acesso a informacdes sobre os
fatores de risco para o desenvolvimento da doenca ou ndo realizam a busca
preventiva de lesdes uterinas através da colposcopia, Papanicolaou e bidpsia
(CARVALHO et al., 2018; GUIMARAES, 2019; INCA 2021). Estimou-se 16.710 casos
novos para o ano de 2022, o que representa uma um risco considerado de 15,38 casos
a cada 100 mil mulheres (INCA, 2021). Na andlise regional brasileira, o CC € o
primeiro mais incidente na regido Norte (26,24/100 mil) e o segundo nas regides
Nordeste (16,10/100 mil) e Centro-Oeste (12,35/100 mil). Ja na regido Sul ocupa a
quarta posicao (12,60/100 mil) e, na regido Sudeste (8,61/100 mil), a quinta posicao
(INCA, 2019). O exame Papanicolaou foi determinado pelo Ministério da Saude para
o rastreamento de cancer uterino, permitindo a obtencédo de um diagndstico precoce
pela capacidade de descobrir lesdes precursoras com potencial de levar ao
desenvolvimento neoplasico e trata-las antecipadamente, ndo permitindo sua
evolucdo para um cancer, além de diferenciad-las de lesdes benignas causadas por

inflamac&o e processos infecciosos (DE SA e SILVA, 2019).

O Papilomavirus Humano (HPV) €& um pré-requisito primario para o
desenvolvimento neoplasico uterino, apresentando cerca de 200 gendtipos diferentes,
sendo que apenas dezoito estéo relacionados ao cancer cervical, com destaque para
0s tipos 16 e 18 que séo os principais envolvidos, acometendo 90% dos casos (PAL,
KUNDU, 2020; DE SA e SILVA, 2019). O processo de tumorigénese ocorre pela
producado das oncoproteinas virais E6 e E7, que levam a degradacao das supressoras

tumorais p53 e proteina do retinoblastoma (pRb), respectivamente.

Os tratamentos existentes até o momento ndo sdo capazes de curar
definitivamente o portador da doenca, por ndo agirem diretamente no virus do HPV e,
por ndo serem célula-especifico, podendo levar a infertilidade ou ao reaparecimento
de lesdes subsequentemente (SIMOES e JUNIOR, 2019; PAL, KUNDU, 2020;
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CARVALHO et al., 2020). No presente trabalho, foi realizada uma revisao bibliografica
de tratamentos experimentais para o cancer de colo de Gtero utilizando microRNA-143
e short hairpin RNA, a fim de investigar a possibilidade de aplicar as técnicas em
pacientes no futuro. Ambos sdo subtipos de RNA de interferéncia (RNAIi) que
controlam a traducao, impedindo a formacéo de determinadas proteinas e vem sendo
amplamente estudados para diversas finalidades, como em terapias contra o cancer
(ALBERTS et al., 2017; RODWELL et al, 2018; SHARMA et al., 2020).
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2 OBJETIVO

Trazer um levantamento sobre a associacdo entre a infeccdo por HPV e o
desenvolvimento do cancer de colo de utero, envolvendo os tipos 16 e 18, abordando
novos tratamentos com a utilizacdo da engenharia genética, com enfoque no
microRNA-143 e shRNAs.
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3 METODOLOGIA

Foi elaborada uma revisao de literatura baseada em artigos publicados ha 5
anos nas bases de dados Google Académico e Pubmed, em lingua portuguesa e
inglesa, utilizando o operador booleano AND, empregando as seguintes palavras-
chave: “HPV”, “cancer cervical’, “miRNA-143" e “shRNA”, assim como seus

sinbnimos. Além disso, foram utilizados livros como material de apoio.

Como foco, foram escolhidos trabalhos que usaram o miRNA e shRNA in vitro
ou in vivo com fins de tratamento, ou seja, visando obter uma reducéo tumoral, sendo
retirados da busca: artigos que empregaram tais técnicas como biomarcador para
diagnostico, estudos onde o miR ou shRNA foram aplicados para entender o
funcionamento de proteinas e processos, como também terapias de associacdo a

radio ou quimioterapia.
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4 DESENVOLVIMENTO
4.1 EPIDEMIOLOGIA

Os HPVs de alto risco oncogénico (HRHPV) estdo associados com cerca de
90% dos casos de cancer de colo de utero, sendo um pré-requisito primario para o
seu desenvolvimento (PAL, KUNDU, 2020). Por ano, existe uma incidéncia de 690 mil
casos de cancer em decorréncia da infeccdo pelo HPV no mundo (HAREZA,
WILCZYNSKI e PARADOWSKA, 2022). Embora as vacinas profilaticas contra os tipos
de HPV mais frequentemente associados a neoplasia cervical ja estejam disponiveis
nos paises ha alguns anos, a taxa de mortalidade por tal problema nao foi reduzida
de maneira desejavel e dados mostraram que mais de 250 mil mulheres morrem com
este tipo de cancer por ano (SIMOES e JUNIOR, 2019). Isso ocorre, pois, as vacinas
nao surtem efeitos sobre os milhares de individuos que ja se infectaram antes de sua
existéncia (ja que esta ndo interrompe o curso da doenca) ou ainda sobre os que nao
tiveram acesso a vacinacdo, sendo que, até 0 momento, ndo ha um tratamento que
leve a cura, o que significa que o combate da doenca, com novas terapias e métodos
de diagndstico precoce, deve continuar (SIMOES e JUNIOR, 2019).

Dentre os tipos de cancer ocasionados por infeccbes virais, o HPV é
responsavel por um total de 5% dos casos (VONSKY, et al., 2019). O HPV 16 esta
presente em aproximadamente 60,5% das mulheres acometidas por cancer cervical,
com o segundo maior niumero de casos sendo causado pelo HPV 18, com uma
incidéncia de 14,2% (SERRANO, et al., 2018; VONSKY, et al., 2019). O tempo entre
a instalacdo da doenca e surgimento do processo de tumorigénese varia, podendo
ocorrer apés 10-20 anos (CARVALHO et al., 2020).

Os motivos para a doencga continuar existindo e para a taxa de mortalidade nao
ter uma diminuicdo consideravel em paises subdesenvolvidos muitas vezes ocorre
pela falta de diagndstico precoce, sem um acompanhamento por exames de rotina
como o Papanicolaou, além da distribuicdo desigual de informacdes perante a classe
social envolvida, o que leva a um aumento do numero de infecgbes pelo
desconhecimento de como a doenca é transmitida, por exemplo pela ocorréncia de
relacdo sexual desprotegida (PAL, KUNDU, 2020).
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Segundo estudos, o HPV é a infeccdo sexualmente transmissivel (IST) mais
contagiosa, existindo uma chance de 15-25% de se infectar pelo virus a cada novo
parceiro sexual, ou seja, sua transmissédo mostrou ser ainda mais elevada do que virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) e herpes genital; entretanto, a maior parte dos
infectados seguem uma via assintomatica e apenas 2% evoluem com alteracdes
citopatolégicas (CARVALHO et al., 2020).

4.2 CICLO CELULAR E OS SUPRESSORES TUMORAIS

Nossas células se encontram na fase de interfase, ou seja, de crescimento e
preparo para a divisdo, na maior parte do tempo, fase a qual € dividida em G1, S e
G2. Por vezes, podem apresentar-se também no intervalo GO, uma fase de repouso.
Com os estimulos certos, a célula avancara para a fase G1, preparando o0s
maquinarios necessarios para que haja a sintese de DNA em seguida. A fase S é o
momento no qual o DNA serd replicado por inteiro no nucleo e ha formacédo do
centrossomo. Apos a sintese de DNA, a célula avanca para a fase G2, quando havera
a sintese de proteinas/lipideos responsaveis pela mitose que ocorrerd em seguida
(WANG, 2021b).

As fases G1 e G2 possuem pontos de checagem, em G1 a fim de verificar se
0S requisitos para a sintese de DNA foram atingidos e em G2 para garantir que néo
houve erros na copia do DNA. Para auxiliar nesse controle, existem proteinas
denominadas supressoras tumorais, sendo elas: a pRB e a p53, também conhecida
como “guardia do genoma”. A primeira, quando nao esta fosforilada, liga-se a um fator
de transcricdo responsavel pela sintese de DNA, denominado E2F; entretanto,
guando fosforilada, a pRB desliga-se de E2F, deixando-a livre, permitindo que a célula
avance de G1 para S (RIFAI, HORVATH, WITTWER, 2018). Ja a p53, contribui com
a manutencao celular por levar a priséo do ciclo celular em G1 via p53-DREAM e por
ativar a transcricdo de proteinas pro-apoptéticas (PUMA e NOXA) em resposta a
estimulos estressantes, como danos ao DNA, resultando na inibicdo da via BCL-2
(células B2 de linfoma) com consequente apoptose (AUBREY, et. al, 2018;
ENGELAND, 2018). Quando sua presenca ndo se faz necesséria, a proteina MDM2
(murine double minute 2), ativada transcricionalmente pela prépria p53 (via de
feedback negativo), leva a sua degradacdo proteossémica, mantendo-a em niveis
baixos na célula (HAREZA, WILCZYNSKI e PARADOWSKA; 2022). Além disso, a p53
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também produz inibidores de Cdk (CKI - Inibidor de quinases dependentes de
ciclinas), que se ligam ao complexo Cdk-ciclinas, interrompendo o ciclo celular no
ponto de checagem G1 por impedir a fosforilacdo de proteinas alvo-especificas
(R1IZZOTTO, ENGLMAIER e VILLUNGER, 2021). A figura 1 elucida as a¢bes da p53

citadas de forma simplificada.

Figura 1: Ciclo Celular.

DNA
integro

)

Fase S do ciclo celular inicia

Fonte: Os Autores.

U
U

Ciclo celular para em G1

Nota: Diferenca na continuidade do ciclo celular quando ha resposta ao dano no DNA, onde a p53 é
ativada podendo levar a: a) apoptose, b) vias de reparo do DNA e c) estimular producéo de inibidores
de cinase dependentes de ciclinas (CKI), que irdo impedir a fosforilagdo de proteinas alvo importantes
para a fase S do ciclo celular. De forma generalizada, o ciclo celular é regulado por proteinas das
classes Cdks (quinases dependentes de ciclinas) e ciclinas.

4.3 O HPV
4.3.1 Caracteristicas

Os HPVs fazem parte da familia Papillomaviridae (PV), os quais infectam
queratinécitos da pele e mucosa de diferentes espécies, ja o HPV, apenas de
humanos. Ha aproximadamente 450 tipos de HPV distintos, agrupados em cinco
géneros diferentes, sendo o género alfa o mais estudado, por estarem mais
relacionados ao aparecimento de canceres. Sao formados por DNA dupla fita circular,
nao envelopados, com capsideo de simetria icosaédrica (BRIANTI et al., 2017;
SANTACROCE et al., 2021).
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Figura 2: Eletromicrografia do Papilomavirus Humano.

Fonte: WHO, 2017.
Nota: HPV visualizado por microscopia de transmissdo mostrando estrutura viral.

Existem HPVs de baixo risco oncogénico (LRHPV), que ndo costumam se
acoplar ao DNA do hospedeiro, e alto risco (HRHPV), considerados oncogénicos. A
maioria destes virus sdo de baixo risco, ndo tendo grande importancia clinica,
associados a lesdes benignas como papilomas, que comumente sédo os HPVs 6 e 11.
J& os virus de alto risco sdo responsaveis por lesées malignas que geralmente sdo
anais, genitais e algumas vezes orais, sendo ocasionados em sua grande maioria
pelos HPV 16 e 18 (SANTACROCE et al., 2021).

Sua transmissao ocorre majoritariamente através da atividade sexual, podendo
ser passado de um individuo para outro por contato entre maos com depdsito de virus

e genital ou vice-versa, além do contagio durante o parto (CARVALHO et al., 2020).
4.3.2 Ciclo de vida viral

Quando o virus encontra uma micro lesdo no epitélio, € o suficiente para sua
transmissao, pois encontrara a membrana basal (MB) e queratindcitos basais (célula
permissiva e suscetivel a infec¢géo). Adicionalmente, foi encontrado que o processo de
regeneracao do tecido é um pré-requisito para a infec¢gdo. A MB serve como um guia
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para o HPV encontrar células permissivas, no caso, queratindcitos basais - células

mitoticamente ativas (LIU, et al. 2019).

Ao chegar na MB, a proteina estrutural L1 do HPV é clivada por uma protease,
calicreina-8 (KLK8), extracelularmente. Essa clivagem facilita a ligagdo da L1 com a
glicoproteina sulfato de heparana (HSPG) presente na superficie das células. Foi
provado que esta glicoproteina € um receptor para o HPV. Em seguida, o HPV, ainda
na superficie da célula, sofrera acéo da Ciclofilina B (CyTB), levando a exposicéao da
regido N-terminal de L2, que possui um sitio de clivagem da Furina, uma convertase
de pro-proteinas, que além de permitir a entrada do virus, expde um epitopo que
escapara da digestdo no endossomo. Apos a clivagem, o HPV perde a afinidade pela
HSPG e passa ter afinidade por um outro receptor que levara a sua entrada na célula:
integrina alfa-6, ou alternativamente se complexando a fatores de crescimento e
entrando por receptores de fator de crescimento. ApGs estes eventos e mudangas
conformacionais, o HPV entra na célula por macropinocitose. No endossomo, L1 é
fragmentada e L2 permanece associada ao DNA viral e é levada até o aparelho de
Golgi, transportada até o reticulo endoplasmatico e finalmente internalizada no nucleo.
(AKSOY et al. 2019; LIU et al. 2019). Uma representacdo esquematica pode ser
observada na figura 3. Na infeccao inicial, o virus faz cerca de 200 copias por célula,
mantendo o DNA viral epissomatico criando uma espécie de reservatorio de infeccéo
(GRAHAM, 2017).

Figura 3: Mecanismos de entrada do HPV.
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Nota: mecanismo do qual o virus infecta uma célula permissiva (queratindcito basal). A): apos clivagens
e mudancgas conformacionais no virus, € exposto um epitopo em L2 permitindo o escape da digestao
no endossomo, deixando também de ser reconhecida pelo primeiro receptor, HSPG, e passa a ser
reconhecida e interagir com a integrina alfa-6, entrando na célula por macropinocitose. B):
alternativamente, o HPV apos clivagens e L2 com epitopo exposto pode complexar-se a fatores de
crescimento e entrar na célula por macropinocitose. C): formacdo do endossomo precoce, seguido do
endossomo tardio, ou lisossomo, com o escape do virus, degradando L1 e exposicdo de seu material
genético associado a L2, em seguida adentra o complexo de Golgi, sendo processado e internalizada
no nucleo pelo reticulo endoplasmatico posteriormente.

Neste estagio, dependendo da diferenciacdo e maturagdo dos queratinécitos,
0 virus agira de forma correspondente. Nas camadas mais baixas do epitélio (células
basais e parabasais), E6 e E7 sédo expressas a fim de estimular a divisdo celular,
principalmente pela E7 estar envolvida na liberagdo de E2F permitindo a divisao
celular. Nas camadas intermediarias, com o genoma amplificando, as proteinas E1,
E2, E4, E5, E6 e E7 aumentam drasticamente. JA nas camadas mais superiores as
proteinas expressas predominantemente sdo E4, L1 e L2, visto que sdo as

responsaveis pelo empacotamento viral sendo liberadas posteriormente pelas células
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senescentes ou pela acdo da E4, a qual desestabiliza a membrana pela formacao de
fibras amildides, levando a re-infeccéo pelo HPV. Isto traduz a infeccéo inicial do HPV
nas ceélulas, entretanto o fator chave que leva a progresséo da leséo, ou de doenca, é
a integracdo gendmica do HPV, com consequente perda da E2 e parte da E4,
incapacitando o empacotamento viral, mas promovendo a superexpressao dos genes
E6 e E7, devido a perda do gene regulador de sua expressao (E2) e o comeco da
carcinogénese pela proliferacdo exagerada das células basais, a qual se torna a forma
do virus se replicar (DE SANJOSE, BROTONS, PAVON, 2018, LIU et al. 2019).

Figura 4: Progressédo da doenga causada pela infec¢céo por HPV.
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Fonte: DE SANJOSE, BROTONS, PAVON, 2018.

Nota: representa o inicio da infec¢cdo, sendo necessario uma micro lesdo, na membrana basal, nos
queratinécitos, seguido de sua progressdo nas camadas superiores adjacentes, passando pelos graus
1, 2 e 3 de lesédo até o cancer invasivo, rompendo a membrana basal.

Acerca das placas amildides, provocadas pela E4, levando a formagéo de
coilécitos, tem muito se estudado a atuacéo de E5 e E6 na formacgéao dos coilocitos
(VONSKY et al. 2019, LIU et al. 2019, KRAUSE, NEELON, BUTLER 2021). O epitélio
escamoso cervical quando submetido ao estresse responde com alteracdes nucleares
e citoplasmaticas observaveis pela citologia, como o caso dos coilécitos, cujo € um
efeito citopatico presente em células infectadas pelo HPV (OLIVEIRA, 2017). Os
coilécitos sdo células epiteliais escamosas de nuacleo hipercromatico de borda

irregular e maior em relacéo ao tamanho de células escamosas intermediarias, com
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halo coilocitético visivel, podendo apresentar ou ndo binucleacdo. Acredita-se que
este fendbmeno ocorra devido a sintese de DNA ndo programada por células
diferenciadas (“erro” no ciclo celular), na falha da citocinese induzida por
oncoproteinas (acdo de E6 e E7). E ha disqueratoses: alteracdes na quantidade de
gueratina tornando-as intensamente coradas e irregulares quando observadas na
citologia oncética (OLIVEIRA, 2017, KRAUSE, NEELON, BUTLER 2021).

Figura 5: Citologia normal vs. efeitos citopaticos causados pelo HPV.

p E F
Fonte: INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2022.

Nota: O exame de Papanicolaou analisado ao microscopio. As figuras de A a D sdo representacdes
normais, E e F sdo representacfes anormais caracteristica de lesdo por HPV. A) células superficiais
apontadas com a seta; B) células intermediérias; C) células parabasais; D) células metaplésicas; E) e
F) coilocitose, células com disqueratose, halo coilocitético, binucleacao, discariose e células disformes.

4.3.3 Proteinas virais

O genoma do HPV é composto por trés regides, sendo elas: codificadora
tardia/late (L), que expressa as proteinas estruturais L1 e L2 do capsideo; codificadora
precoce/ early (E), responsavel pela producéo de E1, E2, E4, E5, E6 e E7 e, por fim,
pela regido de controle longo (LCR), onde se encontram a origem de replicacéo e
varios sitios de ligacdo para fatores de transcricdo, que podem ser enhancers ou
silencers (PAL, KUNDU, 2020).

Figura 6: Integracdo do Genoma Viral ao DNA do hospedeiro.
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Nota: Ponto de quebra no genoma viral observado com maior frequéncia nas células estudadas,
levando a tumorigénese, onde o gene E2 é cortado e, com isso, ha perca da inibicdo na expresséo de
E6 e E7.

Em prosa, E1 e E2 regulam a replicacéo viral e controlam a transcricdo das
proteinas early, mas E1 apresenta ainda o papel de DNA helicase (HAREZA,
WILCZYNSKI e PARADOWSKA; 2022). Enquanto o material genético viral esta
integro, a proteina E2, que é um fator de transcricdo, inibe a expresséo de E6 e E7
por se ligar a regido do promotor desses genes, mas a partir do momento em que o
HPV se incorpora ao DNA, ocorre a reparticdo da sequéncia que codifica E2 e sua
funcdo, consequentemente, é perdida. Além disso, através do auxilio indireto da E5,
as proteinas E6 e E7 comecam a atuar na célula, induzindo o perfil oncoldgico (PAL,
KUNDU, 2020; HAREZA, WILCZYNSKI e PARADOWSKA; 2022).

E4 é a Ultima proteina, antes da fase tardia, sintetizada em larga escala na
camada suprabasal e do epitélio granular, que interage com o citoesqueleto celular,
formando filamentos amildides associados a queratina nas células que estdo na
camada superior e/ou camada média, fragilizando-as, o que facilita a disseminacéo e
liberacdo dos virions (VONSKY, et al. 2019).

4.3.4 Processo de carcinogénese

Dentre as funcdes da proteina E5 estdo: ativar o fator de crescimento EGFR;
inibir a apoptose ao degradar os receptores Fas (CD95) localizados na superficie de

véarias células e responsaveis por ativar uma via de sinalizacdo que leva a apoptose;
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modula a motilidade e adeséo celular; leva ao escape do sistema imune reduzindo a
expressdo do complexo principal de histocompatibilidade humana (MHC) classe | e I,
inibindo a acéo de células natural killers (NK) e a resposta ao interferon (PAL, KUNDU,
2020; KASHYAP, GARG, GOEL, 2021).

Além disso, vem sendo proposto denominar E5 como viroporina, visto que ela
€ uma proteina transmembranar, influenciando a homeostase de ions e transferéncia
de vesiculas (VONSKY, et al. 2019).

Enquanto isso, as proteinas E6 e E7 atuam sinergicamente, induzindo o
processo de carcinogénese por meio de seis mecanismos diferentes, sendo eles:
degradacdao/inibicdo de supressores tumorais; imortalizacdo das células; inducéo da
angiogénese; invasdo de outros tecidos e sinalizacao proliferativa mantida (PAL,
KUNDU, 2020). Embora E5 nédo atue diretamente no processo de carcinogénese, ela
aprimora os danos causados pela E6 e E7 (HAREZA, WILCZYNSKI e
PARADOWSKA; 2022).

Figura 7: Esquema acerca do genoma do HPV.
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Fonte: Os Autores.

A proteina E6, promove a ubiquitinacdo exagerada de p53, levando a sua
degradacdo com a consequente desregulacdo de indutores e inibidores de
angiogénese, promovendo a nutricdo e oxigenacao do tecido, corroborando com o
crescimento exacerbado das células tumorais. A E6 também possui como alvo a Bak
(Antagonista/Assassina BCL-2), uma proteina que induz a producéo de citocromo C
(um sinalizador de morte celular programada) criando uma acéo sinérgica com E5 em
promover a inibicdo da apoptose (ALMEIDA et al., 2019; VONSKY, et al. 2019). Além
disso, foi observado uma outra acéo imortalizadora em que E6 desregula o processo
de replicacdo de DNA por ativar a transcriptase reversa da telomerase humana
(hTERT), controlando o encurtamento telomérico e o envelhecimento celular
(KATZENELLENBOGEN, 2017).

Figura 8: A ubiquitinacdo da p53.
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Nota: incorporagdo do HPV ao genoma, consequente formagdo do complexo E6/E6-AP (proteina
associada a E6) levando a ubiquitinacdo da p53, impedindo a apoptose, reparo do DNA e inibicdo de
CKI, levando a progressao do ciclo celular mesmo com DNA alterado.

Ja a E7 possui 3 dominios bem conservados (CD1, CD2 e CD3), sendo os dois
altimos os mais importantes. O dominio CD2 tem a capacidade de se ligar a partir do
motif LXCXE nas proteinas pRb, p107 e p130, as quais fazem parte da familia “pocket
proteins”, direcionando-as para a ubiquitinagdo e suprimindo-as. Como citado
anteriormente, a pRb é importante por impedir que o ciclo celular avance da fase G1
para S quando ha danos no DNA. Por isso, com sua degradacédo, o complexo pRb-
E2F é quebrado deixando E2F livre, o que promove condi¢cdes para 0s virus se
replicarem, havendo a quebra do ciclo celular e favorecendo a malignizagéo tecidual
(VONSKY, 2019; SANTACROCE 2021).

O Dominio CD3 interage com inibidores de CDKs (CKIs), como a p21 e a p27
suprimindo-as e inibindo a parada do ciclo celular, além de se ligar a DNA
Metiltransferase (DNMT) levando ao aumento incontrolado da metilagcdo do DNA e a
ruptura da regulacéo epigenética (SEN, GANGULY, GANGULY 2018).

Figura 9: Alvos de atuacgao das proteinas E5, E6 e E7



29

) N /
(ks | Inibicdo da - J< "
7 &7 — apoptose A
G~ con
Promoc&o da N ET X 1)

angiogénese @ e 7

e . &% = ( E6 )
-y /./ M Degrac&o &2y
ZoL da Bak _[

: 28

) Degracédo @@

A dapss 8

J‘/ ’Ivl"\\)—/
AL Yy e 00
000000000

(@
Lt
Progresséao

do ciclo
gDNA  celular

Adaptado de: ALMEIDA, et al., 2019.

Nota: Em uma célula infectada pelo HPV, temos a producédo das oncoproteinas E5, E6 e E7. Neste
cenario, E5 leva ao aumento da angiogénese por estimular receptores para fatores de crescimento,
aumentando a producdo de VEGF. E6 leva a ruptura de diversas fun¢des: forma um complexo com a
proteina E6AP levando a ubiquitinacdo da p53, promovendo a divisdo celular mesmo com DNA
alterado; degrada a Bak, responsavel pela ativagdo de vias apoptoticas. A degradacgéo da p53 leva a
producéo de BCL-2 aumentar, inibindo a Bax que, por sua vez, também ativa vias apoptéticas; por fim
E6 pode ligar-se a FAS acelerando sua degradagéo, dessa forma maximizando a inibicao da apoptose.
E7 por outro lado atua na pRB, p107 e p130 (familia pocket proteins, similares a pRB), responsaveis
em impedir o ciclo celular havendo falhas no DNA por regularem o fator de transcricdo E2F, levando a
proliferacéo descontrolada de células infectadas.

Em prosa, E6 e E7 atuam de forma sinérgica induzindo instabilidade genética,
desestabilizando complexos transcricionais e promovendo a proliferagdo celular
descontrolada. Esta hiperproliferacdo causada pelas oncoproteinas leva ao estresse

replicativo, o que também desestabiliza o genoma (ARALDI 2018).
4.3.5Tipos de lesdes

O HPV pode infectar queratindcitos do epitélio escamoso estratificado humano,

como os tecidos cutaneos e/ou de mucosa e, como citado anteriormente, sado divididos
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em HPVs de baixo (LRHPV) e alto risco oncogénico (HRHPV), de acordo com seu
potencial carcinogénico. Uma microlesédo € o suficiente para a transmissao por atingir
a membrana basal e 0os queratindcitos basais. Foi encontrado que células apoptoéticas
com virions em seu interior promovem a infec¢éo/transmisséo (LIU, et al. 2019;
VONSKY, et al. 2019).

De acordo com a classificacdo Bethesda (2001) de citologia cervical, existem

as seguintes categorias:
- Células atipicas de significado indeterminado (ASC-US);
- Nao se pode excluir lesdo intraepitelial de alto grau (ASC-H);
- Leséo intraepitelial de baixo grau (LSIL);
- Leséo intraepitelial de alto grau (HSIL);
- Células glandulares atipicas ndo especificadas (AGC-NOS);
- Células glandulares atipicas, provavelmente adenocarcinoma in situ (AlS).

A auséncia de células atipicas/ anormais e citologia atipica sem evidéncia de
malignidade é considerada como dentro dos limites de normalidade. J& neoplasias
intraepiteliais cervicais | (NIC1) sédo consideradas LSIL, sugestivas de uma infeccao
por HPV, mas podendo curar-se espontaneamente. Em seguida, NIC2 e NIC3
correspondem a moderada ou severa neoplasia intraepitelial cervical e, por fim, ha o
carcinoma invasor. Os HRHPV sé&o responsaveis por aproximadamente 75% de todos

os canceres de células escamosas (VONSKY, et al. 2019).
4.4 TRATAMENTOS ATUAIS

Os tratamentos existentes em uso para 0os casos de cancer de colo de utero
incluem a crioterapia, eletrocauterizacao, cirurgia de alta frequéncia (CAF), cirurgia a
laser ou ainda a remocéo parcial/completa do érgao (histerectomia). Tais intervengdes
embora funcionais e vistas como a melhor alternativa para o momento, sao invasivas
e tém sua acdo apenas sobre o processo oncologico, ndo curando o individuo da
doenca, visto que o DNA viral permanece nas células do hospedeiro, podendo ocorrer
0 reaparecimento das manifestacdes subsequentemente ou impossibilitar uma
gravidez (SIMOES e JUNIOR, 2019; PAL, KUNDU, 2020; CARVALHO et al., 2020).
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Além disso, sdo usados a quimioterapia e a radioterapia, que infelizmente inviabilizam
uma boa qualidade de vida por seus efeitos colaterais, debilitando o paciente com
cancer (AKWIDITYA et al., 2021).

4.4.1 MicroRNA (miRNA ou miR) e Short Hairpin RNA (shRNA)
4.4.1.1 Definicado

Os microRNAs foram descobertos em 1993 e, assim como os shRNAs fazem
parte da classe de RNAs pequenos nado codificadores (nCRNA), ou seja, S0 um
subtipo de RNAI, formados por cerca de 20 a 22 nucleotideos (nt), os quais tém seus
precursores transcritos pela RNA polimerase Il (RODWELL et al, 2018). Ambos
controlam a traducao, ou seja, regulam a formacao de proteinas, de forma a impedi-
la e, para isso, se anelam a uma regido especifica a do RNA mensageiro (RNAm) alvo
e as degradam. O shRNA é desenhado de forma que suas sequéncias se pareiem por
complementaridade de bases, formando uma dupla fita de RNA (dsRNA) em forma de
gancho, dadas pelas regides que ndo se anelaram. Ambos ao serem processados na
célula, originam o complexo RISC (RNA induced silencing complex), uma estrutura
catabolicamente ativa formada pela enzima Argonaute 2 (Ago2) e a fita simples de
RNA (chamada a partir desse momento de fita guia), a qual clivara toda a sequéncia
que parear (ALBERTS et al., 2017; SHARMA et al., 2020). Os microRNAs podem
ainda hibridizar a sequéncias de RNAmM que ndo sejam integralmente
complementares, exercendo a funcao de bloqueio da traducédo ou levar a degradacéo
do RNAm (RIFAI, HORVATH, WITTWER, 2018).

Enquanto os microRNAs participam da regulacao fisiolégica da expresséao
génica pos-transcricional de uma variedade de proteinas, os sShRNA foram criados em

laboratério, por meio da insercdo de gene em plasmideo.

Figura 10: Via do microRNA e do shRNA.
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Nota: ao lado direito, via do microRNA desde sua producdo, saida do nicleo e subsequentes
processamentos até seus mecanismos de a¢do. Ao lado esquerdo, via do shRNA e seus subsequentes
processamentos, similares aos do microRNA, até seu mecanismo de acao. Ambos sdo transcritos pela
RNA polimerase Il, formando um RNA primario (pri-RNA), que sofre a¢éo da Drosha, uma enzima que
corta dupla fita de RNA, formando uma extremidade 3’ overhang e dando origem ao pre-RNA, que é
transportado para o citoplasma pela Exportina 5. Apds isso, a proteina TRBP e a enzima Dicer se
complexam a fita de RNA, formando a outra extremidade 3’ overhang. Quando isso ocorre séo
formados shRNAs ou miRNAs maduros, encontrados pela Argonaute 2 (Ago2) que leva a degradacéo
de uma das fitas no shRNA e a separacdo no miRNA, fita a qual recebe o nome de passager strand.
Ent&o o complexo RISC (RNA induced silencing complex) juntamente com a fita guia de RNA se ligam
ao RNA mensageiro alvo por complementaridade de bases, levando apenas a sua clivagem no caso
do shRNA ou a degradacdo, inibicdo da transcricdo e clivagem na via do microRNA.

Fonte: Os Autores.

4.4.1.2 Aplicagédo no cancer

A regulacdo por microRNAs esté relacionada a expressao génica de diversas
proteinas envolvidas com o desenvolvimento e crescimento da célula e, quando ha
uma perturbacédo em suas funcdes devido a uma alteracdo em sua propria formacgao
por modulagéo epigenética, por exemplo, diversas doengas podem surgir, inclusive o
cancer (ARGHIANI e SHAH, 2022). Essas moléculas podem ser divididas em duas
categorias, sendo elas: OncomiRs, superexpressos em células cancerosas e

relacionados a progressdo tumoral, como é o caso do miR-21 e MiR supressores
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tumorais, que contribuem com a inibicdo da tumorigénese, como o0 miR-143 (TAN, et
al., 2018).

Yang (2017), Wong (2018), Naorem (2019) e seus respectivos colaboradores
estdo de acordo que miRs sdo 6timos biomarcadores, sendo uma ferramenta para o
diagnostico de cancer, assim como seu prognéstico e tratamento, devido a sua
desregulacédo em processos cancerosos e sua nao uniformidade, visto que um mesmo
miR pode ser encontrado desregulado em canceres diferentes, tornando-o um alvo de
estudo para futuras terapias muito promissoras. A expressado aberrante de miRs é
muito observada em tumores, regulando processos celulares como a apoptose, ciclo
celular, proliferacdo e diferenciagéo, auxiliando na evolucdo do cancer e piora do
prognéstico (SHEN et al., 2020). Yang et al. (2017) conduziu um estudo acerca do
microambiente tumoral e a expressdo de miR destas células, dentre elas temos:
fibroblastos normais (FNs) e fibroblastos associados ao cancer (FACs). Foi observado
que células cancerosas, FACs e FNs podem secretar miRs exossomais que agem
entre si e, estando desregulados, podem influenciar na ativacdo de FACs,
promovendo migracdo tumoral, metastase, resisténcia farmacolégica e um pior
prognostico, desta forma, a avaliacgdo do microambiente tumoral permite uma

intervengdo mais precisa.

Este microambiente complexo é causado pela inflamacao crénica do HPV,
podendo interagir com citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas, como
as ciclooxigenases e metaloproteinases de matriz (MMP), além de induzir alteracbes
genéticas e epigenéticas, afetando criticamente vias de sinalizagdo da homeostase
(DA SILVA et al., 2021).

Especificamente sobre o cancer cervical, foi visto que as proteinas virais E6 e
E7 podem estar envolvidas com a hipermetilacdo de determinados genes
relacionados a expressdo de OncoMiRs (upregulation) ou ainda, com a atenuacao
(downregulation) de outros tipos de miRNA (SHEN et al., 2020). O quadro 1 demonstra
a complexidade dos principais microRNAs estudados no céancer cervical,
apresentando suas diferentes func¢des, do qual um mesmo miR pode ter mais de um

alvo conhecido e estudado.

Quadro 1. MicroRNA no Céancer Cervical (CC).
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MiR Expressdo | Alvo estudado Acoes Bibliografia
Supressor de Migracdo celular e
21 Upregulated tumor (PTEN) metastase (ZAMANI et al., 2019)
EBXW7 Proliferagéo e formagéo
27 Upregulated L de coldnias; progressdo (BEN et al., 2020)
(silenciamento) .
acelerada do ciclo celular
29a | Downregulated Gene p16 BloqueloGdﬁstranswao (WANG et al., 2021a)
Promove tumorigénese e
125 Upregulated HMGAA1 impede a apoptose (SUN et al. 2019)
Downregulated | GoLm1 | Biossintese elransporte | 5y o o) 2048,
de proteinas
Downregulated BCL-2 Autofagia e apoptose LIU et al. 2018.
143
HIF-1a (fator Controle de angiogénese
Downregulated | induzivel por | =77 OF.°° gcglular (ZHAO, LIU, LU: 2017)
hipéxia 1 alfa) | €P ¢a
t Sensibilidade ao
BCL-2 tratamento
214 | Downregulated | (S1€nciamento) | - quimioterapico com | ALAND et al., 2019)
cisplatina
Bax, Caspase 9,| Inibigao da proliferagao
8ed celular, leva a apoptose
Downregulated t Sensibilidade a
218 em NIC2 e NIC3 AKT-mTOR cipting (SHEN et al., 2020)
211 | Downregulated BCL-2 Autofagia e apoptose (LIU et al. 2020a)
Via
489 | Downregulated DI3KIAKT/P53 Supressao tumoral (JUAN et al. 2018)
641 | Downregulated ZEB1 Inibe migracao celulare | yaq et a1, 2018)
invaséo
HMGEBE1 Apoptose; 1 sensibilidade
1284 | Downregulated (silenciamento) a cisplatina (WANG e LIANG, 2020)

Fonte: Os Autores.

Nota: o quadro sintetiza os dados obtidos sobre os principais microRNAs estudados no cancer cervical,
a fim de demonstrar sua complexidade. Nele, vemos a funcdo de cada miR sobre seu determinado
alvo, podendo estar relacionado com a supressédo tumoral (como é o caso dos que se encontram
downregulated/subexpressos no cancer) ou com a progressdo do cancer (microRNAs
upregulated/superexpressos).

Em relacdo ao short hairpin RNA, este foi criado com a finalidade de resolver
determinadas limitacbes presentes na interferéncia de pequenos RNAs (siRNA),
principalmente na questéo do tempo de vida, que foi aumentado, pois diferentemente
dos siRNAs, os shRNAs sao produzidos intracelularmente, através da transfeccéao de
um plasmideo contendo o gene para sua confecgdo, havendo sua renovacgéo durante
0 tempo, no momento de sua expressao, algo que nao ocorre com o SiRNA, por ser

necessaria sua reaplicacdo (ACHARYA, 2019). Sua aplicabilidade no cancer varia,
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podendo ser utilizada tanto no silenciamento de oncoproteinas virais, como € 0 caso
do HPV ou ainda, de genes mutantes que estado induzindo o perfil tumoral das células,
a depender do alvo para o qual o shRNA em questao foi desenhado (KARIM et al.,
2018).

4.4.1.3 Informagdes sobre o miR-143

Dois estudos experimentais com células de tumores removidos de pacientes
testaram a utilizacdo do miR-143 no cancer cervical. Ambos, através da reacdo em
cadeia da polimerase transcriptase reversa (RT-PCR), observaram a expressao de
miR-143 em células normais/controle comparadas as células tumorais ou NIC I, Il e
[ll, constatando que possuem expresséao reduzida deste microRNA, sendo o primeiro
grupo mais notavel. Observaram que, com a superexpressao do miR-143, as células
cancerosas apresentaram uma menor proliferacdo celular, maior taxa de apoptose e
principalmente grande reducdo na taxa de migracdo e invasédo celular, reduzindo a
malignidade (ZHAO, LIU e LU, 2017; ZHOU 2018).

Contudo, seus focos quanto ao alvo direto do miR-143 foram diferentes. No
estudo conduzido por Zhao e colaboradores (2017), constataram que o miR-143 tém
como alvo direto o Fator 1a de hipdxia induzido (HIF-1a), proteina significativamente
importante em tumores, pois é ativada quando ha hipdxia, algo que é bem observado
no microambiente tumoral, assim ativando o HIF-1a, promovendo proliferacao celular,
angiogénese e metastase, devida a sua relacdo com o Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF). Esta proteina € vista em diversos canceres (devido ao
metabolismo destas células ser bastante acelerado), ndo apenas no cervical, assim
como o0 miR-143, que tem sua expressao amplamente reduzida (SONI, PADWAD,
2017; ZHANG, CHEN, ZHANG, 2019; HEMMAT, 2020).

Enquanto no estudo proposto por Zhou (2018), foi analisado a expresséo de
GOLML1 (proteina da membrana de Golgi 1) além do miR-143 nas células cancerosas,
certificando que nestas células GOLM1 estava superexpressa € miR-143 pouco
expresso. Apos a transfeccao de miR-143, observou-se uma queda drastica nos niveis
de GOLM1 nas células cancerosas, mostrando que este € um alvo direto do miR-143.
Esta proteina € responsavel pela biossintese no reticulo endoplasmatico rugoso

(RER) e no transporte de proteinas pelo complexo de Golgi, tornando-se um alvo
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interessante tendo em vista que o HPV invade o nucleo dessa forma e adicionalmente
foi observado que a superexpressdo desta promove alteracdes no citoesqueleto,
levando a alteracBes na adeséo celular e € capaz de fosforilar uma regido especifica
da p53 (S315) inativando-a (SONG et al, 2021).

Por meio do software TargetScan, a fim de prever alvos do miR-143, foi
encontrado o gene BCL-2. Para comprovar esta relacdo, um experimento foi feito por
Liu e colaboradores (2018), utilizando de métodos similares aos estudos citados
acima, com células tumorais de pacientes. ldentificou-se que o miR-143 apresentava
como alvo direto o BCL-2, o que poderia reduzir a proliferacdo, invasao, migragéo e
elevar as taxas de apoptose. Entretanto, enquanto esse microRNA estava regulado
negativamente, o BCL-2 apresentava-se em altos niveis. Foi demonstrado que isso
ocorria por conta da interacdo com o RNA Antisenso Transcrito pela HOX (HOTAIR),
um RNA longo néo-codificante (IncRNA) que atua como uma “esponja molecular”,
sendo um RNA enddgeno competidor (ceRNA) do miR-143, impedindo que o miR-143
interaja com o BCL-2. Isso deve-se pela sequéncia a qual o miR se liga a BCL-2 ser
igual a uma regido da HOTAIR, como mostra a Figura 11. Pelo modelo xenografico
de camundongos BALB/c nude, a transfeccdo de miR-143 somado a um shRNA
inibidor do HOTAIR nos tumores e sua retirada apés 31 dias, observou-se uma
drastica reducdo do tumor comparado aos grupos controle e grupo com estimulador
da expressédo de HOTAIR. Desta forma, concluiram que o HOTAIR é potencialmente

carcinogénico.

Figura 11: Sitios de ligacéo idénticos do HOTAIR e BCL-2 para 0 microRNA-143.
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HOTAIR

miR-143 - e
Porgao da sequéncia
nucleotidica permite que o
miR se ligue em ambos

miR-143

Adaptado de Liu et al., 2018.

Nota: HOTAIR atuando como esponja molecular do miR-143, por apresentar por¢do da sequéncia
nucleotidica idéntica a de seu alvo, BLC-2.

A respeito do HOTAIR ser potencialmente carcinogénico, Li e companheiros
(2018) puderam comprovar fazendo a transfeccéo de células HeLa em camundongos
BALB/c nude que HOTAIR eleva a expressdo da proteina HIF-1a citada
anteriormente. Descobriu-se também que HOTAIR aumenta a resisténcia a
radioterapia, visto que sua superexpressao anulou os efeitos causados nos grupos
controles tratados com radioterapia, contudo de forma indireta, pois a superexpressao
de HOTAIR em BALB/c HIF-1a knockdown nao trouxe resisténcias. Desta forma,
comprovou-se que a relagéo entre HOTAIR e HIF-1a leva a resisténcia a radioterapia
e ainda eleva a proliferacdo, invasao, migracdo, metastase e reducdo das taxas

apoptéticas, porém a via da qual isso ocorre precisa ser mais estudada.

Este INcRNA é amplamente estudado no HPV dada que a E7 é capaz de elevar
os niveis de HOTAIR, servindo de esponja molecular para diversos miRs, ndo apenas
0 MiR-143; todavia, essa caracteristica ndo se repetiu entre todos os experimentos
realizados (ZHOU et al., 2021). Simultaneamente observou-se que E7 pode ligar-se a
uma regido do HOTAIR, bloqueando seu sitio de ligacdo com o Complexo Repressivo
Polycomb 2 (PRC2), retratado na figura 12, a qual pode atuar no ciclo celular e em
reparos a danos no DNA (SHARMA, MUNGER, 2020). Este grupo de proteinas atua
em uma gama de processos bioldégicos como a diferenciacéo celular, manutencao da
identidade e proliferacdo celular, além da pluripoténcia de células tronco (YU et al.,
2019).
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Figura 12: Representacdo esquematica das interacfes envolvendo HOTAIR e PRC2, E7
e miR-143.
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Nota: Representacao esquematica da desregulacdo do miR-143 no processo de carcinogénese. A
subexpressdo do miR-143 faz com que ele pare de atuar devidamente em seus alvos: HIF-1, BCL-2 e
GOLM1, levando, respectivamente, ao aumento da expressdo de VEGF com consequente
angiogénese, inibicdo da acao de p53 e ao estimulo da producéo e transporte de proteinas pelo RER
e complexo de Golgi. O HOTAIR age em contribuicao para os baixos niveis de miR-143, por apresentar
um sitio de ligagao correspondente. Além disso, a E7 compete com PRC2 pelo sitio de ligagdo ao
HOTAIR, inibindo a acdo no reparo ao DNA e estimulando o crescimento tecidual através da
angiogénese promovida por HIF-alpha. O aumento de miR-143 nas células promove o retorno de suas
funcdes, sendo um bom alvo terapéutico.

Fonte: Os Autores.

4.4.1.4 Sobre shRNA

Dois trabalhos tiveram dados promissores com o0 uso de shRNA contra as
proteinas oncogénicas do HPV, obtendo uma quase erradicacéo tumoral. O primeiro
a ser citado obteve sucesso apenas com a utilizacdo desse RNA de interferéncia,
utilizando-se um vetor de adenovirus associado (AAV), conhecidos por serem
altamente oOrgao-especifico e inserindo um plasmideo contendo a sequéncia do
shRNA contra as oncoproteinas E6/E7 do HPV 16 em seu interior e os transfectaram

em células (in vitro) e camundongos nude SCID (in vivo). Apés isso, perceberam que
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as 3 linhagens de células utilizadas (SiHa, BOKU e SKG-llla) apresentavam baixa
expressdo do RNAmM de E6/E7, além do baixo nivel dessas proteinas, enquanto, em
consequéncia, houve uma elevagdo marcante dos niveis de p53, p21 e pRb.
Observando-se a taxa de apoptose celular houve um aumento, decorrente do retorno
das funcbes da p53. Ja na analise do ciclo celular, devido a acdo da pRb, muitas
células se encontraram na fase de parada, em G0/G1, sendo que a minoria foi vista
na fase S, na qual um novo DNA ¢ sintetizado, o que resultou em uma menor taxa de
diviséo celular. Os achados em camundongos foram compativeis e os tumores tiveram
seu tamanho extremamente reduzido em relacdo ao grupo controle, quase

eliminando-os completamente (SATO et al., 2018).

Figura 13: Eficiéncia da transfecc¢éo plasmidial em células de cancer cervical utilizando

diferentes sorotipos de AAV.
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Fonte: SATO et al., 2018.

Nota: nivel de eficiéncia na transfeccdo de diferentes AAVs nas células BOKU, SiHa e SKG-llla,
demonstrados nas cores branca, cinza e preto, respectivamente, mostrando o nivel de expressao de
B-galactosidase apds 48h. Nesse estudo, implementaram a transfec¢éo de shRNA contra E6 e E7 com

vetor AAV tipo 2, que levou a uma quase erradicacdo tumoral.

O segundo estudo, conduzido por WANG e colaboradores (2017), a partir da

investigagdo in vitro e in vivo, utilizou-se de uma técnica que obtém o aumento da
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permeabilidade celular através da aplicacdo de pulsos elétricos no local alvo,
denominada Eletroporacao Irreversivel (IRE), somada ao uso de um shRNA contra a
oncoproteina E6 do HPV18. A IRE é um método utilizado no combate ao cancer por
causar uma permeabilizacdo das células alvo centrais de maneira permanente o que
as leva a morte. Em relacdo as células que se encontram na periferia do local de
aplicacdo, estas sofrem uma Eletroporacdo Reversivel (RE), visto que dada a
distancia do local alvo, o campo elétrico diminui. E justamente nessa etapa que o
shRNA faz o seu papel, atuando sobre as células tumorais residuais, visto que essa
permeabilizacdo da membrana plasmatica leva a entrada forcada de plasmideos
carregando os genes para a transcricdo deste RNAI contra a E6, ocasionando a volta
da acdo da p53 e a consequente apoptose das células. No estudo in vitro, as células
HelLa tratadas com ambas as técnicas mostraram uma diminuicdo na expressao de
E6 em relacdo aos outros grupos tratados com apenas um dos métodos e, apds
algumas horas, poucas sobreviveram. Os dados obtidos in vivo foram compativeis: as
quantidades de E6 encontraram-se significativamente menores e as de p53, por
consequéncia, maiores; além disso em camundongos tratados com IRE + shRNA E6

eliminou-se o tumor residual.

Ainda usando as oncoproteinas como alvo, foi encontrada uma pesquisa que
utilizou a juncao de duas técnicas para tratar o cancer cervical induzido pelo HPV 16,
sendo elas: shRNA e CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats, ou conjunto de repeticbes palindrémicas curtas regularmente espacadas).
Nele foi comparado o uso de forma individual e conjunta, demonstrando que a terapia
contra a E7 apenas com shRNA teve efeitos muito semelhantes aos de células
tratadas com CRISPR e shRNA, concluindo que embora ambos tenham a
possibilidade de levar a efeitos off-target, ou seja, atingir alvos ndo desejados, o0 uso
isolado de shRNA além de mais eficiente € mais seguro, por levar apenas ao
silenciamento do gene, ao contrario do CRISPR, onde a modificacdo é feita no DNA
sendo, portanto, permanente. A estratégia foi capaz de reduzir os niveis de E7 e, em
contrapartida, elevar os de pRb, diminuindo a viabilidade celular e o volume tumoral

em camundongos (ZHU et al., 2022).

Como citado anteriormente, o HIF-1a € muito importante no microambiente

tumoral para sua proliferacdo e desenvolvimento, a partir disto, LEUNG e
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colaboradores (2017) conduziram um estudo experimental xenografico em
camundongos com células FaDu (cancer de cabeca e pescoco) e ME180 (cancer
cervical) utilizando shRNA para gerar o knockdown (KD) de HIF-1a e analisar a
eficacia da radioterapia de fragcdo Unica de alta dose. Averiguou-se que o KD de HIF-
1a reduziu a produgao de lactato (forcando a geragao de energia através de glicolise)
mantendo a hipoxia por mais tempo, reduziu a revascularizacdo e houve maior morte
celular no tumor comparado ao grupo controle (camundongos ndo KD HIF-1a).
Embora in vivo seja complexo criar um ambiente de hipdxia agudo no tumor, estes
resultados sdo promissores pelo fato da HIF-1a ser importante na proliferagao tumoral
e sua vascularizacdo, ndo apenas, a hipéxia mantida por mais tempo pode levar a

morte celular por hipdxia, aprimorando a morte celular tumoral.

Kim e colegas (2018) estudaram a relacdo da HIF-1a e a radioresisténcia em
células tumorais, constatando que a exposi¢cdo a radiacdo induz a hipdxia direta e
indiretamente, uma vez que a radiacdo ionizante causa danos diretos ao DNA
estimulando a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e o dano em células
endoteliais vasculares, provocando uma queda nos niveis de oxigénio, ativando a HIF-
1a e toda sua via de sinalizagdo e genes, incluindo o VEGF levando a uma

revascularizacgéo.

Além disso, foi demonstrado por ZHANG e colegas (2018) que a Fator Nuclear
90 (NF90) é ativado em situacdes de hipdxia, comum em tecidos tumorais, modulando
a expressao de HIF-a, que regula a expressao de varios fatores pré-angiogénicos
como o VEGF. Por conta de seus estudos, comprovaram ainda que o NF90 seria um
bom alvo para o shRNA, visto que em modelos xenograficos de camundongo BALB/c
nude, o knockdown desse fator foi capaz de impedir a angiogénese e,
conseguentemente, o crescimento tumoral em linhagens de células de cancer cervical
(HeLa - HPV18 e SiHa - HPV 16), por baixar as quantidades de HIF-a e VEGF.
Também se encontrou ligacdo entre o NF90 e a via PIK3/Akt, sendo possivel que a
expressdo e secrecao de VEGF esteja relacionada adicionalmente a essa via. De
forma a complementar as fungdes do NF90, foi encontrado um outro estudo recente
conduzido por Nourreddine e colaboradores (2020) em células HelLa, onde descobriu-

se que esse fator regula positivamente o RNAm de proteinas importantes para o ciclo
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celular, interferindo em sua progressao, de forma que sua auséncia gera defeitos

mitdticos e leva até mesmo a falha da citocinese celular.

Alternativamente, Liu et al. (2020b) realizou um estudo experimental em
modelos xenografico de camundongos nude, assim como em células CaSki e Hela,
a fim de observar os efeitos do knockdown da Chaperona de Histona 1B anti-
silenciamento (ASF1B), tendo como resultado a inibicdo da proliferacdo celular dos
tumores, da migracédo e a reducéo drastica do tumor. Ao averiguar 0S mecanismos
envolvidos nisto, encontraram sua relacdo com o ciclo celular; desta forma através da
citometria de fluxo das células tratadas com shASF1B e das células tumorais controle,
constataram a parada do ciclo celular em G2, o que levou a inibicdo do crescimento
tumoral. Contudo, observaram também que 0s niveis apoptoticos estavam elevados.
A fim de investigar o real motivo, analisaram a proteina BCL-2, encontrando bandas
mais fracas no Western Blot nas células shASF1B, sugerindo uma mao dupla no
knockdown de ASF1B: a parada do ciclo celular e a redugéo da expressao de BCL-2,

tornando-a uma terapia promissora.
4.4.1.5 Formas de entrega

A eficiéncia no tratamento empregando-se microRNA e shRNA depende de um
sistema de entrega que 0s protejam contra a degradacao por enzimas e que funcione
de forma 6rgdo-especifica, sem gerar riscos com toxicidade e imunogenicidade no
organismo do paciente. Para isso, alguns modelos de entrega vém sendo estudados,
como o uso de lipossomos, micelas ou outras nanoparticulas e sistemas de entrega
com vetor viral. E sabido também que ndo ha um método ideal de entrega, afinal todas
possuem vantagens e desvantagens. Desta forma, € preciso de estudos a fim de
ponderar qual método € mais vantajoso em determinado sitio-alvo ou patologia assim
como o risco-beneficio para o paciente (AYEN, JIMENEZ, BOULAIZ, 2020).

Um método de entrega que vem sendo bastante estudado se da pelo uso de
VLPs (Virus-like Particles), em portugués, “particulas semelhantes ao virus”. Essa
estrutura é feita com proteinas virais de forma a obter a mesma conformacao do virus
original, mas sem apresentar o genoma viral. Em um estudo feito por Akwiditya e
coautores (2021), foi utilizado um antigeno central do HBV (virus da Hepatite B), o

HBCcAg, para transportar o plasmideo do shRNA tendo como alvo o BCL-2. Além disso,
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para aumentar a especificidade, foi conjugada a essa particula o acido folico (FA),
visto que em varios tipos de cancer, incluindo o CC, ha uma elevacdo da expressao
de receptores de folato (FR), importante para que ocorra a divisdo celular. Nas
analises, foi visto que a transfeccao foi efetiva, obtendo uma reducao significativa de
BCL-2 e, consequentemente, na viabilidade celular, concluindo que o HBcAg VLP tem

a capacidade de ser um 6timo sistema de entrega para o ShRNA.

Outro trabalho conduzido por Zhu e colegas (2018) demonstrou que o uso de
nanoparticulas poli B-amino éster (PBAE) teve uma baixa toxicidade, sem causar
danos hepéticos ou respostas inflamatorias, apresentando um nivel de transfeccéo de
35,5% em células SiHa e 31,1% em Hela, o que se mostrou ser suficiente, nesse

estudo, para induzir a apoptose e proliferacdo tumoral em modelos in vivo.

Os métodos de entrega de microRNAs séo bastante similares aos do shRNA.
A utilizacao de lipossomos € bastante popular como sistema de entrega tendo uma
amplitude de estudos utilizando-o; os trabalhos de Liang et al. (2017) e de He e Yang
(2017) por meio da lipofeccdo conseguiram entregar microRNAs e obter 6timos
resultados in vitro, mostrando atividades significativas relevantes para cada estudo.
Nesta linha de raciocinio, Konishi e colaboradores (2020) utilizou exossomas e, por
meio de um sistema de rastreamento de nanoparticulas, pdde representar o0s

exossomas (Figura 14 nas células nos seus ensaios clonogénicos 2D e 3D de células.

Figura 14: Representacdo de exossomos em ceélulas por eletromicrografia de
transmisséo.



44

%o
f ik

B — 100 nm

LELE

Adaptado de: KONISHI et al., 2020.

Nota: imagem representativa de exossomos através da eletromicrografia de transmisséo.

Das estratégias mais empregadas na entrega de microRNAs, ha a entrega
local, embora esta tenha a limitacdo do sitio onde o tumor se encontra, é utilizada em
cancer de mama, melanomas e o cancer cervical, sendo vantajosa pela sua
especificidade; entregas sistémicas, a qual € mais desafiadora devido a mecanismos
naturais que podem degrada-las ou serem rapidamente eliminadas pelo clearance
hepético ou renal. Nesta categoria encontramos vetores virais e ndo virais, sendo os
vetores lipidicos majoritariamente usados pela sua baixa imunogenicidade,
flexibilidade e versatilidade quanto a via de administracdo além de sua
biocompatibilidade (FORTERRE et al., 2020).
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Figura 15: Sistema de entrega para microRNAs e shRNAs.
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Adaptado de: ARGHIANI e SHAH, 2022.

Nota: a figura mostra todas as formas de entrega usadas para o delivery de microRNAs e shRNAs,
sendo as principais nanoparticulas, vetores virais, particulas semelhantes a virus e exossomos.
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5 CONCLUSAO

O principal fator que leva ao desenvolvimento da neoplasia de colo de atero é
a presenca principalmente das oncoproteinas virais E5, E6 e E7 dos HRHPV, que
diminuem a resposta imune, levam a ubiquitinacdo exagerada de p53 e degradam a
pRb, respectivamente. A infeccdo pelo HPV, necessaria para que o processo de
tumorigénese aconteca, ainda ndo pode ser tratada, portanto, pacientes que
apresentam a condicéo, terdo o virus hospedado em suas células teoricamente até o
fim de suas vidas, podendo contagiar outras pessoas e até mesmo apresentar o
reaparecimento de lesdes. Adicionalmente, mesmo com a evolugdo da ciéncia, as
terapias utilizadas continuam sendo consideravelmente agressivas, podendo impedir
gue uma mulher venha a ter filhos no futuro ou ainda retirando a qualidade de vida da

paciente, como quando € usado a quimio/radioterapia.

A abordagem biotecnolégica para esses casos, poderia estar presente como
uma alternativa, com a utilizacdo de RNAs de interferéncia, como os miRNAs e
SshRNAs. O miR-143 e shRNA mostraram ser promissores no tratamento de cancer do
colo do utero, levando a uma quase erradicacdo tumoral ou reducdo drastica de
volume em determinados estudos revisados, sendo também menos invasivos. O
sinergismo entre esse miR e 0 ShRNA contra E6/E7 poderia ser considerado para uma
possivel aplicacdo em estudos futuros, na tentativa de trazer a cura para pacientes
com a doenca, teoricamente restituindo a homeostasia celular e anulando os efeitos
oncogénicos do virus. Ademais, seria interessante realizar um tratamento em NIC-2 e
3 com a terapia de RNAI, sendo de grande interesse em saude publica, visto que
reduziria significativamente a incidéncia do CC em si, por tratar as lesdes precursoras

antes mesmo que 0 processo evolua ao cancer.

Além disso, essa revisao encontrou diferentes alvos estudados do miR-143 e
trouxe uma compreensao mais aprofundada e correlacionada acerca do seu papel nas
células. Por se tratar de um assunto ainda muito recente, existem trabalhos
insuficientes que analisaram um determinado microRNA como um todo, sintetizando
os resultados obtidos em outros estudos, ja que a maior parte € composta apenas
pelos dados experimentais que tem como foco, portanto, um determinado alvo em
especifico. Diversos microRNAs se mostraram desregulados durante o cancer

cervical, incluive outros miR supressores tumorais, desta maneira, seria interessante
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uma analise mais ampla sobre os efeitos de outros miR em si, ao contrario de uma

analise direta entre miR versus alvo.
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