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RESUMO

O cancer de colo de utero € o quarto tipo mais comum de cancer entre as
mulheres. Sua principal causa € a infeccdo persistente pelo virus Papilomavirus
Humano (HPV) de alto risco, como o tipo 16 e 0 18. As proteinas E6 e E7 do HPV
sdo as responsaveis pela oncogénese, pois induz a replicagdo do genoma viral,
proliferacdo ndo controlada, invasdo, metastase, atividade da telomerase irrestrita,
mecanismos de evasado de apoptose e influenciam a atividade de supressores de
crescimento celular. Consequentemente, estas proteinas sédo o foco de pesquisas e
terapias para o combate ao cancer cervical associado ao HPV. Os Inibidores de
Histona Desacetilase (HDACIs) mostraram-se ser efetivos em estudos in vitro e in
vivo, assim como adjuvantes promissores na terapia contra o cancer cervical
associado ao HPV. Os HDACIs promovem a parada do ciclo celular, causando
apoptose pela via intrinseca, reativam a expressao de genes supressores de tumor,
anteriormente silenciados, e diminuem os niveis de proteinas do RNA mensageiro
dos oncogenes E6 e E7, diminuindo a atividade do viral e a transformacéo celular.
Poucos ensaios clinicos foram realizados usando HDACI para cancer cervical, mas
alguns estudos envolvendo associacdo de farmacos parecem ser promissores.
Como os medicamentos s&o caros e causam muitos efeitos colaterais, o tratamento
em associacdo apresenta a possibilidade de resultados mais satisfatorios,
considerando a diminuicdo dos efeitos colaterais devido a dose terapéutica inferior,
diminuindo assim a toxicidade de ambos e promovendo uma qualidade de vida
melhor a paciente. Os estudos de HDACIs no tratamento de cancer sdo bem
promissores e tem bastante embasamento cientifico para acreditar que € uma boa

estratégia para combater o cancer cervical associado ao HPV.

Palavra-chave: Cancer cervical associado ao HPV; Histonas Acetilase e
Desacetilase; Inibidores de Histona Desacetilase e cancer; Inibidores de Histona

Desacetilase e HPV.



ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most common type of cancer among women. It is
mainly caused by the persistent infection with the high-risk Human Papillomavirus
(HPV) viruses, such as type 16 and 18. HPV oncogenesis is related to E6 and E7
proteins responsible for many mechanisms, including viral genome replication,
uncontrolled cell proliferation, invasion, metastasis, unrestricted telomerase activity,
apoptosis evasion mechanisms, and influencing the activity of cell growth
suppressors. Consequently, these proteins are the focus of research and therapies to
combat cervical cancer associated with HPV. Histone Deacetylase Inhibitors
(HDACIs) are effective in in vitro and in vivo studies, as well as promising adjuvants
in therapy against HPV-associated cervical cancer. HDACIs promote cell cycle
arrest, causing apoptosis through the intrinsic pathway, reactivate the expression of
previously silenced tumor suppressor genes, and decrease the levels of messenger
RNA proteins of the E6 and E7 oncogenes, decreasing viral activity and the cellular
process. Although few clinical trials have been conducted using HDACIs for cervical
cancer treatment, some drug-associated studies are promising. As drugs are
expensive and cause many side effects, combination treatment presents the
possibility of more satisfactory results, considering the reduction of side effects due
to the lower therapeutic dose, thus reducing the toxicity of both and promoting a
better quality of life for the patient. HDACIs studies in cancer treatment are very
promising and provide evidence for treating HPV-associated cervical cancer.

Keywords: Cervical cancer associated with HPV; Histone Acetilase and
Deacetylase; Histone Deacetylase and Cancer Inhibitors; Histone Deacetylase and
HPV Inhibitors.
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1. INTRODUCAO

Considerado o principal problema de saude publica mundial, o cancer é o nome
dado a diversas doencas que tem em comum o crescimento desordenado de células
capazes de invadir outros tecidos e oOrgdos. Ndo é considerada uma doenca
infecciosa, porém pode resultar, em alguns casos, de alguma infec¢do persistente
causada por virus, bactérias ou parasitas (INCA, 2019; ALBERTSs et.al, 2017).

O Céancer de colo do utero € o quarto tipo de cancer mais comum entre as
mulheres, sendo aproximadamente 570 mil novos casos anuais em todo o mundo.
Em relacdo a mortalidade, ocupa também o quarto lugar das causas de morte por
cancer. No ano de 2019, conforme o Instituto Nacional do Cancer (INCA) ocorreram
6.596 Obitos por esta neoplasia. A principal causa do cancer de colo do Utero é a
infeccdo persistente pelo virus Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco, como o
tipo 16 e 0 18 (IRCA, 2020; INCA, 2019; INCA, 2021b).

Os principais métodos de prevencdo sdo a colposcopia (Papanicolau) para
deteccado de lesbes pré-cancerosas, e a vacina contra o virus HPV. Desde 1988, o
Ministério da Saude (MS) segue orientacbes da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) para que o teste de colposcopia seja realizado a cada trés anos em mulheres
de 25 e 60 anos. Em 2014, foi iniciado no Brasil, o0 Programa Nacional de Vacinacao
para o HPV, usando a vacina quadrivalente, que contém os tipos (6, 11, 16 e 18),
associados a verrugas genitais e neoplasias cervicais (MS, 2014; PINHO; FRANCA-
JUNIOR, 2003).

O HPV ¢é a infeccdo sexualmente transmissivel mais comum. Estima-se que
entre 25% e 50% da populacdo feminina e 50% da populacdo masculina mundial
esteja infectada pelo HPV (GIULIANO; LEE; FULP, et al.,, 2011). Na maioria das
vezes a infeccdo é assintoméatica e em até 18 meses é eliminada do organismo. Nos
casos do HPV de alto risco, o tecido epitelial sofre alteragbes durante o tempo e
gera neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) de varios graus, levando ao
desenvolvimento do cancer. As proteinas E6 e E7 do virus HPV séo as responsaveis
pela oncogénese, pois induz a replicagdo do genoma viral, proliferacdo néo

controlada, metéstase, atividade da telomerase irrestritae, evasdo de apoptose e
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influenciam na atividade de supressores de crescimento celular. Consequentemente,
estas proteinas sdo o foco de pesquisas e terapias para o combate ao cancer
cervical associado ao HPV (INCA, 2020; INSINGA et al., 2007; RICHARDSON et
al., 2003; PAL; KUNDU, 2020).

Os efeitos colaterais causados pelos tratamentos convencionais contra o
cancer, como a quimioterapia e a radioterapia, assim como a necessidade de
métodos menos invasivos e mais seletivos as células cancerigenas, conduziram as
pesquisas a novas abordagens e ao desenvolvimento de novas metodologias para
combater o cancer, como a terapia epigenética.

7z

A acetilagdo de histonas é um processo epigenético dindmico e reversivel
regulado por histonas acetil transferases (HATS) e histonas deacetilases (HDACS). A
HAT é uma enzima responsavel por colocar grupos acetil em residuos de lisina da
histona, afrouxando a cromatina e aumentando consequentemente sua expressao
génica. A HDAC causa a retirada de grupos acetil, levando ao condensamento da
cromatina e diminuindo a expressao génica. O inibidor de Histona desacetilase
(HDACI) reduz a desacetilacdo de histonas e melhora os niveis de acetilacéo,
controlando o emaranhamento de DNA e desempenhando um papel na regulagao
da expressédo génica (SHAHBAZIAN; GRUNSTEIN, 2007; LIU, et al., 2019; XIE, et
al., 2018).

Os HDACIS séo capazes de inibir o crescimento de células cancerosas in vitro
e in vivo. Até o presente momento, seis HDACIs foram aprovadas pela U.S Food &
Drug Admnistration (FDA) para o tratamento de cancer cervical, sendo usadas como
agentes unicos ou combinados com farmacos comerciais. Estudos pré-clinicos com
diversas farmacos naturais e sintéticas estdio em andamento e serdo abordados
neste trabalho (NORIYUKI TAKAI et al., 2019; DANIEL; FASS et al., 2012; (XIE, et
al., 2018; LIU, et al., 2019).

Esta revisdo tem como intuito abordar o tema cancer de colo do utero
associado ao Papilomavirus Humano (HPV) e a possivel terapia epigenética com
Inibidores de Histona Desacetilase (HDACI).

11



1.1. OBJETIVO

Avaliar a atividade antitumoral de inibidores de Histona Desacetilase como
estratégia terapéutica contra o cancer cervical humano associado ao Papilomavirus
Humano (HPV).

1.2. METODOLOGIA

As buscas foram realizadas nas bases de dados bibliogréficas: PUBMED,
Google Académico e Scielo; Bases de dados estatitiscas INCA e IARC. Foram
selecionados artigos publicados entre 2001 e 2021, sendo a maioria nos ultimos trés
anos (2018-2021). Os artigos selecionados sao do idioma portugués e inglés.
Palavra-chave: Céancer cervical associado ao HPV; Histonas Acetilase e
Desacetilase; Inibidores de Histona Desacetilase e cancer; Inibidores de Histona

Desacetilase e HPV.

2. CANCER

As células que formam os tecidos do corpo humano, em sua maioria,
possuem um ciclo de vida onde crescem, multiplicam-se e morrem de forma
ordenada. A proliferacéo celular faz parte do ciclo normal das células, mas devido a
alguns processos, podem ocorrer de forma desordenada. As células cancerosas é
um exemplo, em que células crescem incontrolavelmente, de forma rapida e

agressiva, podendo se espalhar para outros tecidos (INCA, 2020).

Os canceres séo classificados de acordo com os tecidos e tipos celulares que
eles derivam, podendo ser carcinomas, sarcomas, leucemias e linfomas. Os
carcinomas possuem origem epitelial e sdo os mais comuns, chegando a 80% dos
casos em adultos. Nos adultos a maior taxa de proliferacdo ocorre no epitélio onde
os tecidos estdo mais expostos a danos fisicos e quimicos, favorecendo o
desenvolvimento do cancer. Por sua vez, sarcomas sao derivados de tecidos
conjuntivos e células musculares, e 0s canceres que nao se enquadram nestas duas
classificagcbes, sdo as leucemias e linfomas, derivados de leucdcitos e células
hematopoiéticas. (ALBERTS et al., 2017; INCA, 2019)
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O cancer é, portanto o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas
que tém em comum o crescimento desordenado de células, que podem invadir
tecidos e 6rgdos (INCA, 2021). Sua origem costuma ser de uma unica célula que
sofre mutacbes somaticas resultando em inativacdo dos agentes supressores de
tumor (mutacdo de diminuicdo de atividade) e/ou ativagdo de agentes
oncopromotores (mutacdo de superatividade), levando a multiplicagdo incontrolavel
e irreversivel das células (ALBERTS, et al., 2017).

A mutacdo de superatividade acontece quando uma mutacdo gera um
oncogene que causa uma transformacéo celular, como o aumento de proliferagao/
migracdo celular (ALBERTs et al., 2017). A mutacdo de diminuicdo de atividade
ocorre quando uma mutacdo na célula somética inativa supressores tumorais
promovendo uma proliferacdo desordenada. Estes dois processos levam a formacéo
de células cancerosas, pois ambos garantem a proliferacdo desta célula com gene
modificado (INCA, 2020).

No entanto, uma Unica mutacdo ndo é capaz de gerar uma célula cancerosa,
e sim, uma sucessdo de mutacdes e de eventos como: ignorar ou interpretar de
forma errada controles celulares como proliferacdo, migracdo, estabilidade
cromossOmica, ativacdo de telomerases e mecanismos de apoptose (GUPTA;
PRAMANIK, 2019).

O cancer ndo é uma doenca infecciosa, mas em 15% dos casos em todo
mundo, podem estar relacionados a fatores exdgenos, como bactérias, virus ou
parasitas. Os principais responsaveis sdo os virus de DNA que interferem no
controle do ciclo celular e apoptose, gerando o cancer. O Papilomavirus Humano
(HPV) é um virus diretamente associado ao cancer de colo do utero (ALBERTS et
al., 2017).

3. CANCER CERVICAL

O céancer cervical ou cancer de colo do Utero cervical é causado pela infeccédo
persistente por alguns tipos de HPV (chamados de tipos oncogénicos). A infecgcédo
genital por este virus é muito frequente e ndo causa doenca na maioria das vezes.

Entretanto podem evoluir para o cancer em alguns casos (INCA, 2019). O céancer
13



cervical afeta as células que revestem o colo do Utero, ocorrendo mais comumente
nas células da zona de transformacéo (Junction), que é a parte do colo do utero
onde as células glandulares da endocérvice encontram as células escamosas da
exocérvice (STUMBAR; STEVENS; FELD, 2018).

O céancer cervical demora anos para de desenvolver, comeg¢ando com lesdes
pré-cancerosas, que podem ser diagnosticadas, e evoluindo para o carcinoma
posteriormente. Os precursores do cancer cervical incluem células escamosas
atipicas e baixo grau de lesdes intraepiteliais escamosas (LSIL), e achados
histologicos de neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC). As NIC séo divididas em
trés niveis: NIC 1, NIC 2 e NIC 3. As NIC nivel 1 apresentam displasias leves, que
no geral ndo requerem tratamento e podem regredir espontaneamente. Estdo
localizadas na camada mais profunda do epitélio, chamada de terco inferior. As NIC
de nivel 2 sdo displasias moderadas, requerendo tratamento como cauterizacao e
acompanhamento. Estdo localizadas nos dois tercos inferiores do epitélio e suas
anormalidades nucleares sdo mais marcadas. As NIC de nivel 3 sdo displasias
graves, lesbes precursoras de cancer, necessitando tratamento. Estdo localizadas
por toda a espessura do epitélio e possuem anormalidades nucleares notaveis. As
lesbes NIC resultam de uma complexa interacéo entre os tipos de HPV de alto risco
com o epitélio cervical imaturo (STUMBAR; STEVENS; FELD, et al.,, 2018; RIES
LAG; MELBERT; KRAPCHO, et al., 2007).

3.1. EPIDEMIOLOGIA

O céancer de colo de utero é o quarto tipo de cancer mais comum entre as
mulheres, sendo aproximadamente 570 mil novos casos por ano. A incidéncia e a
mortalidade aumentam em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Em
2020 a estimativa para paises desenvolvidos como Estados Unidos da América,
Canada, Australia e alguns paises europeus, era menor que 7 casos por 100 mil
habitantes, com mortalidade inferior a 2.8/100 mil. Nos paises em desenvolvimento
como Brasil, a estimativa jA aumenta para até 16.7 por 100 mil habitantes, com
mortalidade de até 9/100 mil. Paises subdesenvolvidos como Bolivia e alguns paises
da Africa, sdo mais de 25 casos por 100 mil habitantes, com mortalidade maior que
16/100.000. (IARC, 2020)
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No Brasil, é o terceiro cancer com maior incidéncia e o quarto em mortalidade
no pais (INCA, 2019). Na analise regional, as regides menos desenvolvidas como a
regido Norte, Nordeste e Centro-Oeste apresentam maior incidéncia e mortalidade
causadas pelo cancer de colo do utero em relacdo as regifes mais desenvolvidas

como as regides Sudeste e Sul (INCA, 2021a).

A regido Norte apresenta a maior incidéncia de casos, sendo mais de 26/100
mil mulheres, e sua mortalidade de 12,58/100 mil, representando a principal causa
de Obito por cancer feminino nesta regido. No Nordeste, a incidéncia é de 16/100 mil
e mortalidade chega a 6,66/100 mil. A regido Centro-Oeste ja apresenta uma
melhora nos dados, similar com os dados da regido Sul, tendo ambas as incidéncias
de 12/100 mil mulheres. Porém a mortalidade relacionada ao céancer cervical é de
6,32/100 mil na regiao Centro-Oeste e de 5/100 mil na regido Sul. A regido Sudeste,
que € a mais desenvolvida do pais e onde ha maior acesso ao sistema de saude, a
incidéncia cai para 8,61/100 mil e a mortalidade para 3,71/100 mil (INCA, 2021a).

A idade das mulheres também influéncia na incidéncia de cancer de colo do
atero no Brasil, sendo raro em mulheres até 30 anos, e com maior incidéncia na
faixa de 45 a 50 anos, aumentando sua mortalidade a partir dos 40 anos (INCA,
2021a).

O virus do HPV néo possui cura e possui facil transmisséo. Esta diretamente
relacionado com o cancer de colo do (tero, entdo o rastreamento de pessoas
infectadas é de extrema importancia para a saude publica e prevencao do cancer.
No Brasil, em relagdo ao tipo de HPV, o perfil de prevaléncia de HPV é semelhante
ao global, sendo 53,2% para HPV 16 e 15,8% para HPV 18. Outros tipos de cancer
gue podem estar associados ao HPV séo de vagina, de vulva, de pénis, de anus e
de orofaringe (SMITH, et al., 2007). Estima-se que entre 25% e 50% da populagéo
feminina e 50% da populacdo masculina mundial esteja infectada pelo HPV
(GIULIANO; LEE; FULP, et al., 2011; INCA, 2020).

As altas taxas de incidéncia e de mortalidade devido ao céncer cervical
devem-se a baixa qualidade e auséncia do teste de Papanicolau, principalmente em
paises em desenvolvimento. No inicio da década de noventa, 78% dos casos de

cancer cervical invasivo foram em paises em desenvolvimento (PARKIN; PISANI;
15



FERLAY, 1999). A detecc¢ao precoce do cancer cervical, assim como de outros tipos
de céncer, permite o inicio do tratamento em sua fase inicial, garantindo as chances
de cura em 100% (ALBERTS et al., 2017).

3.2. PREVENCAO CANCER DE COLO DE UTERO ASSOCIADO AO HPV

A transmissao do virus, o principal causador do cancer de colo de utero, pode
ocorrer por meio de mucosas e secrec¢des contendo o virus, como contato sexual e
pelo parto. O inicio precoce de atividade sexual, multiplos parceiros, tabagismo e
uso prolongado de pilulas anticoncepcionais podem favorecer o surgimento de
novos casos. As principais medidas de prevencdo € o uso de preservativos (barra
cerca de 70-80% da contaminacdo), diminuicdo do nimero de parceiros sexuais,

exame preventivo e a vacinagéo (MS, 2014).

Por ser uma doenca na maioria assintomatica, o exame preventivo de
Colposcopia (Papanicolau) € a melhor estratégia para identificar lesdes pré-cancer.
A colposcopia feita com a periodicidade trienal tem-se mostrado eficaz na
prevencdo. Desde 1988, o Ministério da Saude segue orientacbes da Organizacao
Mundial da Saude para que o teste seja realizado a cada trés anos em mulheres de
25 e 60 anos (PINHO; FRANCA-JUNIOR, 2003).

A vacina quadrivalente fornece protecdo aos sorotipos 6, 12, 16 e 18; E
disponibilizada pelo Sistema Publico de Saude (SUS) desde 2014. A imunizacéo é
feita por meio de trés doses, pelo esquema estendido de 0, 6 meses e 5 anos,
aprovado pelo Ministério da Saude. A vacina é profilatica e ndo terapéutica, pela
estimulacdo da resposta humoral baseada no contato com “particulas semelhantes
ao virus” (VLP), onde o capsideo viral &€ produzido com a ajuda da levedura
Saccharomyces cerevisiae (MS, 2014; ZARDO, et al., 2014). Esta vacina visa, nas
mulheres, a prevencdo de lesdes genitais pré-cancerosas presentes no colo do
atero, na vulva e na vagina, e também do cancer de colo do utero (INCA, 2020). Um
estudo feito no Brasil em 2007 estima que a vacinagédo de 70% das meninas contra
o HPV antes dos 12 anos, combinado com ao menos trés Papanicolau em mulheres
de 35 a 45 anos, preveniria 100.000 novos casos de cancer invasor, reduzindo o
risco de cancer na vida das mulheres em 61% (GOLDIE, et al., 2007).
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Para se entender melhor como o cancer de colo do Utero é relacionado ao HPV
€ como o virus propicia o desenvolvimento do cancer, é necessério entender a fundo

a biologia por tras da infeccdo humano pelo papilomavirus.
4. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Pertencentes a familia Papoviridae, género Papillomavirus, os HPVs séo virus
de DNA néo envelopados com tropismo pelo epitélio escamoso. Cada particula viral
consiste em padrdo icosaedro, com 55 nm de diametro, contendo uma simples
molécula de DNA dupla fita e circular com aproximadamente 8,000 pares de base
(LETO et al.,, 2011; E.-M. DE VILLIERS et al.,, 2004). O DNA viral encontra-se
associado a proteinas semelhantes a histonas, envoltas por 72 capsémeros
constituidos por duas proteinas estruturais, L1 e L2. O virus é capaz de infectar
seres humanos e grande numero de espécies de animais (LETO et al., 2011; E.-M.
DE VILLIERS et al., 2004).

O HPV é a sigla em inglés para Papilomavirus Humano (Human Papiloma
Virus). H& mais de 150 tipos diferentes de HPV, dos quais 40 costumam infectar o
trato genital, e 12 sdo oncogénicos (MS, 2014). Os tipos diversos do virus séo
agrupados nos seguintes géneros: alfa (65 tipos, incluindo HPV 2, 6, 16, 18), beta
(53 tipos, incluindo HPV 5, 9, 49 etc.), gama (98 tipos incluindo HPV 4, 48, 50 etc.),
mu (3 tipos incluindo HPV1, HPV 63 e HPV 204) e nu (HPV 41) (BERNARD et al.,
2010). O principal grupo estudado € o grupo alfa, pois nele esta incluso os HPVs de
alto risco como 16 e 18. O HPV do tipo 16 e 18 sdo os mais associados ao cancer
de colo do utero, e os tipos 6 e 11, em sua maioria, sdo a causa das verrugas
genitais e papilomas laringeos (MS, 2014). A classificagcdo em baixo ou alto risco
depende da sua capacidade de infectar células epiteliais e de sua associagdo com o
cancer de colo de utero ou lesbes pré-cancerosas (SERRANO et al., 2017; PAL;
KUNDU, 2020).

4.1. GENOMA VIRAL

O genoma do HPV é respectivamente segmentado em trés secbes:. a
codificacdo genética inicial (E), a regido codificadora de genes tardia (L) e a longa
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regido de controle (LCR), também chamada de regido ndo codificante (NCCR) ou
regido reguladora montante (URR) (PAL A e KUNDU R, 2020).

A codificacdo genética inicial pode ser dividida em E1, E2, E4, E5, E6, e E7. As
proteinas precoces ndo oncogénicas sédo E1, E2 e E4. A proteina E1 é responsavel
por regular a replicagdo de genomas virais, possuindo trés dominios funcionais: N-
terminal que induz a fosforilagdo de Cdk2; C-terminal que atua como dependente de
ATP helicase; e a Central que permite a ligacdo com a proteina E2 (GARCIA-
VALLVE; ALONSO; BRAVO, 2005; WALLACE; GALLOWAY, 2014; ARALDI et al.,
2017). O complexo E1-E2 é formado e posteriormente liga-se a origem de replicacao
viral presente na LCR. A proteina E1 do complexo é responsavel por recrutar
proteinas de replicacdo como a topoisomerase 1 e DNA polimerase. (SCHUCK;
STELUND, 2015; ARALDI et al., 2017).

A proteina E2 é uma proteina modular responsavel por regular as cépias virais
e € um agente regulador transcricional das proteinas E6 e E7, tdpico discutido em
4.2. A proteina é composta por dois dominios: C-terminal e transativagdo N-terminal
(CAMPO, 2006; WALLACE; GALLOWAY, 2014; ARALDI et al., 2017).

A proteina E4 é responsavel por regular a liberacdo e a transmisséo de virions.
Altamente expressada pelo Papillomavirus, é facilmente detectada nas camadas
suprabasais e granulosas da epiderme (RAMPIAS; SASAKI; PSYRRI, 2013). A
proteina E4 interage com a citoqueratina filamentosa, contribuindo a replicacéo viral.
Além disso, E4 estd associado a maturacdo do virus e a remodelacdo da matriz
extracelular (MEC) (FERRARO et al., 2011; ARALDI et al, 2017).

As proteinas oncogénicas sdo E5, E6 e E7. A proteina E5 tem a capacidade
de ligar-se a subunidade vacuolar H+-ATPase, 0 que promove a alcalinizacdo da
membrana interna de Golgi, levando ao sequestro da cadeia pesada do complexo de
histocompatilibidade 1l (MHC-II), conferindo um mecanismo evolutivo de evasao
imune. A proteina E5 inibe também a expressdo de MCH-I e de ciclooxigenase
(COX). Esses dois mecanismos contribuem para a persisténcia da infeccéo viral.
(GARCIA-VALLVE; ALONSO; BRAVO, 2005; CAMPO, 2006; ARALDI et al., 2017).
As proteinas E6 e E7 possuem um papel principal nas carcinogéneses cervicais

induzindo a replicagdo do genoma viral, proliferagcdo celular n&o controlada,
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angiogénese, invasdo, metastase e atividade telomerase irrestrita, evasdo de
apoptose e atividade de supressores de crescimento (ARALDI et al.,, 2017; PAL,;
KUNDU, 2020). O mecanismo detalhado de como essas proteinas oncogénicas E6 e
E7 é fundamental para o desenvolvimento de cancer cervical, serdo abordadas

posteriormente nesta revisao.

A secado de codificacdo genética tardia possui duas partes: L1 e L2, sendo
regides codificadores de capsideo virais. A proteina L1 possui peso molecular de
55kDa. Se auto-organiza em estruturas que compde o capsideo viral, permite a
ancoragem do capsideo aos receptores de sulfato de heparina presente na
membrana celular e é expressada na forma diferenciada nas camadas do epitélio. E
empregada na classificacdo do virus e na evidéncia da infec¢do. A proteina L2 tem
uma variagao de peso molecular entre 64 e 78kDa, liga-se ao DNA viral ajudando a
formar o capsideos e na liberacdo viral. A regido L1 codifica o capsideo viral
principal e a regido L2 codifica a estrutura menor do capsideo viral (BUCK; DAY;
TRUS, 2013; WANG; RODEN, 2013; ARALDI et al,. 2017).

A regido longa regido de controle (LCR) esta localizada entre as regides L1 e
E6, ndo possue nenhuma sequéncia codificadora de proteina, mas esta diretamente
ligada a replicacdo viral. A LCR contém a origem de replicacdo e numerosos locais
de ligacdo do fator de transcricdo para RNA facilitada pela polimerase Il. (PAL;
KUNDU, 2020).

O genoma do papilomavirus € estavel, onde mutacdes ou recombinacfes sao
bem raras (LETO et al., 2011). O ciclo latente é uma caracteristica frequentemente

presente nesses virus.
4.2. ONCOPROTEINAS VIRAIS: E6 E E7

Para terapias de combate ao cancer cervical relacionado ao HPV, a
segmentacgdo dos principais oncogenes E6 e E7 é fundamental. A inibicdo de E6 e
E7 pode ajudar a suprimir o desenvolvimento do cancer cervical até em estagios
avancados. Essas duas oncoproteinas sdo capazes de induzir todas as

caracteristicas de um céancer celular: proliferacdo celular ndo controlada,
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angiogénese, metastase, atividade telomerase irrestrita, evasdo de apoptose e
diminuicdo da atividade de supressores de crescimento (PAL; KUNDU, 2020).

O gene E2 é o responsavel por reprimir E6 e E7. Quando h& a integracdo do
genoma viral na célula hospedeira, o gene E2 é interrompido, levando a ativacéo de
E6 e E7. Estes sdo responsaveis pela multiplicagdo do genoma viral, podendo
induzir células saudaveis a se tornarem oncogénicas durante seu processo de
replicacdo viral (NEVEU et al., 2012; WHITE et al., 2012a; PAL; KUNDU, 2020). A
proteina E7 desregula a proteina retinoblastoma (pRb) e a E6 desregula a proteina
53 (p53), que estas sao importantes reguladoras do ciclo celular (ALBERTS et al.,
2017).

A E6 é uma proteina de proteina de peso molecular 18 kDa, possui dois
dominios de zinco e quatro dominios Cys-X-X-Cys. E caracterizada por um dominio
de classe | chamado PDZ, localizado no c-terminal e pode interagir com diversas
proteinas. Dentre as interacfes, a mais significativa é a degradacédo da proteina p53
(ARALDI et al., 2017; PAL; KUNDU, 2020; ZANIER et al., 2012; NOMINE et al.,
2006).

A proteina p53 é uma proteina supressora tumoral de peso molecular 53 kD.
Sob estresse oxidativo, a p53 é responsavel por suspender o ciclo celular e iniciar o
processo apoptético. Consequentemente, a repressdo da p53 gera crescimento
desordenado e proliferacdo celular errbnea (PFLAUM; SCHLOSSER; MULLER,
2014). Em sintese, quando o genoma do HPV é integrado a célula, a proteina E2 é
reprimida, aumentando a producdo de E6 e E7. E6 por meio de ubiquitinagédo
auxiliada pela E6AP degrada a p53 resultando em uma proliferacdo descontrolada e
resisténcia a morte celular (SCHEFFNE et al., 1990, 1993; PAL; KUNDU, 2020).

Este mecanismo esta ilustrado na Figura 10.

A proteina E7 é uma fosfoproteina com 127 aminoacidos, dividida em trés
dominios (CR 1, 2 e 3). A regido C-Terminal CR3, codifica um dominio de zinco e
dois dominios CXXC, que é responsavel pela dimerizacdo dependente de zinco que
media a interacdo de E7 com proteinas celulares, como a pRb (BARBOSA et al.,
1990; MCINTYRE et al., 1993). O complexo pRb-E2F € um ponto de controle do

ciclo celular, onde impede a célula de seqguir para a fase S do ciclo. Quando ha a
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expressao de proteina E7, esta se liga a proteina pRb, impedindo que a E2F forme o
composto. Deste modo, a proteina E2F fica livre, conduzindo a célula a entrada
irrestrita na fase S. (BOYER; WAZER; BAND, 1996; PAL; KUNDU, 2020).

A proteina E7 por meio de fosforilacdo da pRb gera a liberacdo de fatores de
transcricdo E2F, este recruta diferentes modificadores de cromatina, incluindo as
Histonas Desacetilases (HDAC), ciclina E, ciclina A, e um inibidor de CDK4/6.
Devido a esse inibidor, a célula entra rapidamente na fase S, escapando do controle
do ciclo celular. A proteina E7 também promove da degradacao da pRb por meio de
ubiquitinacdo (BOYER; WAZER; BAND, 1996; PAL; KUNDU, 2020).

4.3. PROCESSO DE INFECCAO PELO HPV

Por meio de micro lesdes ocorridas na derme, o HPV consegue infectar as
células basais do epitélio escamoso. As células basais sdo as Unicas que possuem
capacidade de replicacdo celular devido a presenca das proteinas E6 e E7. Durante
o ciclo celular, as células basais nao infectadas vao se replicando e a medida que as
células novas sdo empurradas em direcdo ao epitélio suprabasal, elas comecam a
se diferenciar devido a marcadores de alto peso molecular (CLAYTON et al, 2007;
MILLER et al., 2017). Quando o HPV infecta uma célula basal, o genoma viral entra
no nucleo da célula e se estabelece como um epissoma (PYEON et al, 2009;
MILLER et al., 2017). Nesse primeiro momento, na célula basal, a expressdo e
replicacdo do genoma viral sdo minimas. Em um segundo momento, a infeccao
comeca a se espalhar e seu numero de copias virais aumenta. Nas células
suprabasais, as células ndo expressam as enzimas de replicacdo necessarias para
a amplificacdo do genoma viral, pois ja sairam da etapa do ciclo celular. Neste
momento, as proteinas E6 e E7 desativam o0s supressores de tumor p53 e
retinoblastoma (Rb), conduzindo as células a continuarem seu ciclo celular e garantir
a sua amplificacdo. (MILLER et al., 2017; PAL; KUNDU, 2020).

A partir do momento em que a célula infectada estad suficientemente
diferenciada, os altos niveis de E2 regulam negativamente a expressao de E6 e E7

promovendo o ciclo celular desordenado. As proteinas de capsideo L1 e L2
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comecam a ser expressas, responsaveis pela montagem dos virions e de sua
liberacdo. Em seguida, a proteina E4 a liberacdo dos virions. Por meio da
descamacéao do tecido, o HPV infecta células vizinhas, promovendo o agravamento
da infeccédo. (MILLER et al. 2017; DOORBAR, 2006)

Na maioria das infec¢des de baixo e de alto risco, em cerca de 9 a 18 meses
0 virus é eliminado do organismo (INSINGA et al., 2007; RICHARDSON et al., 2003).
Em alguns casos, em infeccbes persistentes causadas pelo HPV de alto risco, a
ongenese € induzida. O tecido epitelial nesses casos sofrem alteracdes ao longo do
tempo, gerando neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) de varios graus e levando
ao desenvolvimento do cancer cervical. O desenvolvimento do cancer cervical pode

ser definido como um dano colateral da infec¢éo viral (PAL; KUNDU, 2020).
5. TRATAMENTO CANCER CERVICAL

O intuito da colposcolpia (Papanicolau) periédica é a de detectar as lesdes
precursoras do tumor, evitando que a doenca se desenvolva. A vacinagcado previne
gue o virus do HPV infecte as células precursoras e as transforme em cancerigenas.
No entanto, nos casos em que o cancer é detectado tardiamente, o tratamento mais
invasivo se faz necessario (STUMBAR; STEVENS; FELD, 2018; INCA, 2021).

O tratamento apropriado avalia o estagio das lesGes, as comorbidades da
paciente, idade e histérico. Os tratamentos mais comuns incluem cirurgia de
intervencgdo, quimioterapia, radioterapia ou uma combinagdo de mais de um método.
A intervencdo cirurgica pode incluir a taquelectomia (remocdo do colo do utero e
partes da vagina) ou histerectomia (remocao do Utero total ou parcial). Dependendo
do tamanho, grau e extensdo do cancer, o uso de quimioterapia e radiacdo é
necessario. Em casos de estagio IV, o cancer é considerado incuravel e a
quimioterapia e radioterapia sao utilizadas apenas para retardar a progressao e
aliviar os sintomas (STUMBAR; STEVENS; FELD, 2018; INCA, 2021).

Com a finalidade de diminuir os efeitos colaterais causados pela quimioterapia
e radioterapia, e a necessidade de novos métodos menos invasivos e seletivos as
células cancerigenas, a terapia epigenética mostrou-se uma alternativa promissora a
ser estudada (STUMBAR; STEVENS; FELD, 2018; INCA, 2021).
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As terapias genéticas envolvem diretamente modificacbes de sequéncias de
DNA, por meio de adi¢cbes ou delecbes de genes inteiros, que afetam a expresséo
génica. No entanto, ao contrario de mutacdes errdneas, as alteracdes epigenéticas

sao reversiveis e passiveis de controle (DANIEL; FASS et al., 2012).

6. EPIGENETICA DO CANCER
6.1 HISTONA ACETILASE E DESACETILASE

A cromatina € o complexo formado pelo DNA e as proteinas ligadas a ele. As
proteinas que se ligam ao DNA podem ser histonas e ndo histonas, onde cada uma
contribui para a massa e organizagdo do cromossomo de DNA. O nucleossomo € a
unidade béasica de empacotamento do DNA. O posicionamento final dos
nucleossomos é variavel e depende da sequéncia do DNA e das caracteristicas das
proteinas a eles ligadas. ModificagBes nas caudas proteicas das histonas, como a
acetilacdo e metilacdo das histonas interferem no ciclo celular e podem contribuir
para o desenvolvimento de neoplasias (ALBERTS et al., 2017; ANDRADE, 2015).

Um dos mecanismos mais importantes na modelacdo da cromatina € a
modificacdo pds-traducional de caudas N-terminais das histonas por acetilacdo. A
acetilacao da lisina catalisada pela lisina acetiltransferase (KAT) € conhecido como
um tipo de modificacbes pés traducionais (PTMs), que regula a expressao génica
modificando histonas e n&o histonas (KLEIN et al.,, 2014; KORI et al., 2017,
TAVERNA et al., 2007; LIU et al., 2019; NORIYUKI TAKAI et al., 2019).

Essas modificacBes da histona podem ocorrer na mesma cauda da histona
com efeitos independentes e séo reversiveis. Conhecido como PTM (modificacbes
pés-traducdo, € um sistema complexo que pode ser dividido entre os “escritores”, os
‘leitores” e os “apagadores” de epigenoma. Os escritores e apagadores sé&o
proteinas com duas funcdes enzimaticas opostas, como
histona acetiltransferases (HATS) e histona desacetilase (HDACs), respectivamente
(DEVAUX; HERSCHKOWITZ, 2018; LIU et al., 2019).

Assim, a acetilacdo de histonas € um processo epigenético dinamico e

reversivel regulado por histonas acetil transferases (HATS) e histonas deacetilases
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(HDACs). A HAT é uma enzima responsavel por colocar grupos acetil em residuos
de lisina da histona, afrouxando a cromatina e aumentando consequentemente sua
expressdo génica. A HDAC causa a retirada de grupos acetil, levando ao
condensamento da cromatina e diminuindo a expressdo génica (SHAHBAZIAN;
GRUNSTEIN, 2007; LIU et al., 2019).

6.2 HISTONAS ACETILTRANSFERASES (HATs): ESCRITORAS.

As HATs s&o enzimas escritoras do epigenoma, onde catalisam a
transferéncia do grupo acetil do substrato acetil-CoA para o grupo g-amino em lisinas
em todas as quatro caudas N-terminais das histonas. @ Também
podem acetilar proteinas ndo histonas além das histonas, como o0 supressor de
tumor p53, proteina essa que tem ligacdo direta com o desenvolvimento do cancer
cervical relacionado ao HPV. A acetilacdo da histona H3K9 induzida pela ativagao
de E6 e E7, também tem ligacdo direta com o desenvolvimento do cancer
(ROTH; DENU; ALLIS, 2001; DANIEL; FASS et al.,, 2012; GU; ROEDER, 1997;
FENG; DINGQING et al., 2016).

Existem dois tipos principais de HAT de acordo com sua localizacéo: a celular
(tipo A) e a citoplasmaética (tipo B). As familias de HAT que fazem parte do tipo A,
sédo Familia The MYST (Moz, Ybf2 / Sas3, Sas2, Tip60), a familia N-
acetiltransferases (GNAT) e a familia da proteina de ligagdo p300 / CREB (CBP /
CREBBP). As familias do tipo B sé@o caracterizadas pela acetilacdo das histonas H3
e H4 recém sintetizadas (TAUNTON, et al., 1996; TSANKOVA et al., 2007; DANIEL;
FASS et al., 2012). A acetilagédo esta ligada ao controle de sinalizacao célular, e a
acetilacdo errdnea esta associada a patologias como desenvolvimento de disturbios
e doencas proliferativas (DANIEL; FASS et al., 2012).

6.3 HISTONAS DESACETILASES (HDACs): APAGADORAS.

As HDACs possuem um papel oposto ao das enzimas HATs. Até o momento
foram relatados 18 HDACs em humanos, sendo estaas divididos em quatro classes:
[, Il (Ila, 1Ib), 11l e IV. As classes |, Il e IV sdo dependentes de zinco, a lll € conhecida
como sirtuins e é dependente de um dinucleotideo de nicotina adenina como cofator.

N&o sdo enzimas exclusivas de histonas, e fazem parte de outros substratos nao
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histonas importantes para o funcionamento celular (YANG, et al., 2018; BANERJEE,
et al., 2018).

As HDACs de classe | sdo as HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACS.
Encontradas em todos os tecidos e células, s@o consideradas as
principais HDACs responséaveis pela desacetilacdo de histonas, e sua localizagédo é
majoritariamente nuclear (SEGRE; CHIOCCA, 2011; DANIEL; FASS et al.,
2012). As HDACs de classe Il séo as HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 e
HDAC10. Sé&o divididas em duas subclasses, llae llb, e sdo enzimas mais
especificas, localizadas no cérebro, coracdo, muasculo liso, rim e figado. No entanto,
evidéncias crescentes sugerem que a classe Il ndo sdo de fato HDACs, mas
substratos ndo histonas ou recrutadores para as HDACs (WITT, O. et al,
2009; BRADNER, J.E. et al., 2010; DANIEL, M. FASS et al., 2012). A HDAC de
classe IV s6 possui como membro a HDACL11, localizada no ndcleo de células
neurais e imunes. Compartilha semelhancas com as classes | e a Il, porém poucas

informacdes sdo conhecidas (WITT, et al, 2009).

As HDACs de classe lll, os Sirtuins sdo divididos em SIRT1, SIRT2, SIRTS3,
SIRT4, SIRT 5, SIRT6 E SIRT7. Sado enzimas dependentes
de dinucleotideos nicotina-adenina como cofatores, gerando como resultado o
complexo O-acetil-ADP-ribose (O-AADPR) e um substrato desacetilado. Estéo
presentes na resposta celular ao estresse oxidativo, ciclo celular, termogénese,
producdo de ATP, secrecdo de insulina, ciclo da ureia e transcricdo de rDNA. Pode
estar localizado no ndcleo, no citosol ou na mitocéndria (HAIGIS; SINCLAIR, 2010;
TANNER et al., 2000; DANIEL; FASS et al., 2012). A SIRT1 controla a replicacao do
HPV16 e pode ser trazido para o genoma viral por meio de proteinas virais como a
El e E2 (DAS, et al., 2017).

As HDACs séo enzimas essenciais e vitais, que garantem o desenvolvimento
correto de todos os organismos, onde alteracdes ou o mau funcionamento estéo
associados a doencas como inflamacdo, neurose e cancer (LEONI, et al.,
2002; DOMPIERRE, et al., 2007; TAN, et al.,, 2012, DE RUIJITER et al., 2003;
DANIEL; FASS et al., 2012). Modificacdes errbneas em HDACs causam respostas

incorretas ao dano e manutencdo do genoma, e consequentemente a desregulacao
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da transcricdo de genes causando tumor invasivo e metastase (DANIEL; FASS et
al., 2012). Devido a estudos no campo das HDACs, e a sua influéncia no surgimento
de doencas, moduladores de HDACs estdo sendo estudados para o tratamento de
cancer, como os inibidores de Histona Desacetilase (HDACi). Um exemplo a ser
citado é a proteina 48 associada ao retinoblastoma (rbp48), que € um componente
das HDACs e um mediador chave para o controle da atividade de transformacéao do

HPV16 em células de cancer cervical (WU et al., 2017).
7. INIBIDORES DE HISTONA DESATECILASE (HDACI)

Os padrdes das modificacBes de histonas no desenvolvimento de cancer tém
sido amplamente divulgados, o que incentivou o aumento de pesquisas em HDACI
para tratamento de cancer (DANIEL; FASS et al., 2012). O inibidor de HDAC
(HDACI) reduz a desacetilagdo de histonas e melhora os niveis de acetilacéo,
controlando o emaranhamento de DNA e desempenhando um papel na regulacéo
da expressao génica. HDACI é dividido em trés dominios: um grupo de ligacédo de
zinco (ZBG), um grupo cap (CAP) e um linker conectando estes dois grupos. (LIU et
al., 2019; XIE, et al., 2018)

As classes de HDACIs até agora identificadas sdo: acidos hidroxamicos
organicos (Tricostatina A (TSA) e Suberoilanilda Bishidroxamina (SAHA)); Cadeia
curta de acidos graxos (Butiratos e Acido Valpréico (VPA)); Benzamidas (MS-275);
Tetrapeptideos ciclicos (Trapoxina); e 2-amino-benzoamidas (TAKAI;, NARAHARA,
2007b; NORIYUKI TAKAI et al., 2019).

Os HDACIs foram descobertos inicialmente por sua capacidade de reverter o
fendtipo maligno de células transformadas em cultura. Os HDACIs ndo devem ser
considerados por agir apenas como inibidores enzimaticos de HDACs, pois
alteraram o grau de acetilagdo das moléculas ndo histonas, podendo aumentar ou
reprimir a transcricdo de genes por este mecanismo, ativando a diferenciacao celular
ou inibindo a proliferacéo celular (TAKAI; KAWAMATA; GUI et al., 2004; NORIYUKI

TAKAI et al., 2019).
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Na inibicdo celular, os HDACIs promovem a parada do ciclo nas fases G1
e/ou G2 do ciclo celular e induzem a apoptose em células transformadas em cultura.
Os HDACIs possuem essa capacidade, pois induzem o gene p21WAF1 e diminuem
o nivel de ciclina A. O gene p21WAF1 é uma quinase dependente de inibidores de
ciclina (CDKIs), que atuam como reguladores no ciclo celular. Assim, o baixo nivel
de ciclina A induz a parada do ciclo e promove a apoptose celular (TAKAI;
KAWAMATA; GUI et al., 2004; NORIYUKI TAKAI et al., 2019).

Estudos sobre a eficacia e o mecanismo das HDACIs em terapias, sugerem
que a E-caderina ligada a B-catenina atua como um gene supressor de tumor, e 0s
HDACIs aumentam acentuadamente o nivel de expressao da caderina-E em células
de cancer cervical e apresenta uma atividade antiproliferativa nessas células. Os
HDACIs tem a capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) em células
de tumor sdlido e leucemia, e também, sdo capazes de inibir a angiogénese e
reprimem a expressdo de fatores pro-angiogénicos, como HIF1a, VEGF, VEGF
receptor, Oxido nitrico sintase endotelial, IL-2 e IL-8 e a inducdo de fatores
antiangiogénicos, como p53 e von Hippel-Lindau (NORIYUKI TAKAI et al., 2019;
TAKAI;,  KOEFFLER; NARAHARA, 2007a; RUEFLI; AUSSERLECHNER,
BERNHARD et al., 2001; ROSATO; ALMENARA; GRANT, 2003; XU; NGO; PEREZ
et al., 2006; MARCHION; MUNSTER, 2007).

8. HDACI E FARMACOS CONTRA CANCER CERVICAL

Alguns HDACIs ja sédo aprovados pelo FDA e diversas moléculas de HDACIs
estdo em estudos pré-clinicos para o tratamento de cancer cervical, tendo origem

natural ou sintética.

8.1 ESTUDOS PRE-CLINICOS: ORIGEM NATURAL

Quercetina

E um flavonoide que da cor aos alimentos como frutas e legumes. No estudo
feito com células Hela, verificou-se que a quercertina modula a expressao de varios
modificadores da cromatina e diminui atividade de DNA metiltranserases (DNMTSs),
histonas desacetilases (HDACs) e histonas metiltransferases (HMTs). Pode

funcionar como um inibidor competitivo, mas é dependente da dose e do tempo.
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Apresenta capacidade de induzir a apoptose nas células HeLa por meio de inibigdo
de HDAC e reducdo da metilacdo do DNA, porém apresenta limitaces
farmacocinéticas e baixa solubilidade (SUNDARAM et al., 2019).

Apicidina

Originada do metabolismo fangico, apresenta atividade anticancer contra
células HelLa por meio da hiperacetilacdo de histonas na regido do promotor da
ciclina E, induziu a parada celular na fase GO/G1 e apresentou diminuicdo dos niveis
de transcricdo da proteina do HPV (KIM SOYOUNG et al., 2006; YOU, et al., 2008).

Genisteina

Isolada da planta Genista tinctoria, € um inibidor da tirosina quinase (PTK) e
topoisomaresase Il. Apresenta apoptose em células HelLa ocorreu devido ao
aumento da atividade da caspase-9 e caspase-3, estresse do reticulo
endoplasmatico e inibicdo da HDAC 6 (DHANDAYUTHAPAN et al., 2013; YANG, et
al., 2016).

Curcumina

Tem origem de rizomas de acafrdo, € uma 6tima inibidora de PAN-HDAC e
possui a capacidade de inibir HDACs, principalmente a HDAC1 e HDAC2. Em
estudos realizados com linhagens celulares de leucemia (K-562 e HL-60), a
curcumina alterou diversas proteinas reguladoras do ciclo celular (p53, p21, ciclina
B1, CDK1, Cdc25C) e algumas proteinas relacionadas a apoptose (Bcl-2, Bax, Bid,
Bad, Apafl, AIF e Cyt c), diminuiu o nivel de ROS e causou a parada no ciclo
celular no G2/ Estdgio M levando-as a apoptose. No entanto apresenta baixa
disponibilidade nos humanos (NELSON; KATHRYN et al., 2017; SARKAR et al.,
2014).

O EGCG ((-) - Epigalocatequina-3-galato)

E um derivado de catequina encontrado em cha verde, e apresenta
capacidade de causar parada no ciclo celular, inibicdo da HDAC 1, 4 e 5, alteragéo

na acetilacdo de proteinas néo histonas p53 e regulacédo negativa da expressao de
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cicina D1 e PS1CIP1. Como empecilho, apresenta metabdlito inativado pela
microbiota intestinal quando administrado por via oral (SHANKAR et al.,, 2007;
FUJIKI HIROTA et al., 2015; SARKAR et al., 2014).

Resveratrol (trans-3,5,4"triidroxiestilbeno)

Derivado de estilbeno e encontrado em diversas plantas, apresentou diversos
mecanismos anticancer na literatura, devido a sua capacidade de modular fatores de
transcricdo e proteinas reguladoras do ciclo celular e a inibicdo da angiogénese e
proteinas quinase (Pavan et al., 2016). Atuando como modelador da atividade da
HDAC e expressdo génica, € capaz de eliminar células com HPV, inibindo o
crescimento do tumor devido a parada do ciclo celular, diminuicdo dos niveis de
antigeno nuclear de proliferacédo celular (PCNA) e regulacdo negativa das proteinas
E6 e VEGF (CHATTERJEE et al., 2019).

Acido cinamico e seus derivados

Sdo compostos fendlicos encontrados em frutas e vegetais. O mais
importante dos derivados é o acido cafeico, que apresentou capacidade de inibir a
atividade da HDAC 2 em células HelLa e SiHa, por meio da indu¢do da apoptose
mediada pela caspase-3 e parada celular nas fases S e G2/M (BORA-TATAR et al.,
2009; ANANTHARAJU et al., 2017.).

Tricostatina A (TSA)

Foi inicialmente isolada de Streptomyces hygroscopicus como antibiéticos
antifangicos (Tsuji et al., 1976; Tsuji e Kobayashi, 1978). Estudos com o TSA sobre
a atividade tumoral e sua capacidade de induzir hiperacetilacdo de proteinas
histonas, constataram que ela causa a parada da mitose através da formacao de
fusos mitéticos errbneos, o que interfere na fixagdo do cromossomo e no ciclo
celular. A dose de TSA eficaz que inibiu 50% do cancer cervical nas linhagens
celulares CaSki, ME180 e SiHa foram altas e em combinacdo com outros agentes
citotoxicos (TAKAI et al.,, 2007a). Possui alta toxicidade e estudos in vivo séo
restritos devido a este motivo (SANDOR et al., 2000).
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8.2. ESTUDOS PRE-CLINICOS: ORIGEM SINTETICA

Butiratos

Nessa classe temos os butiratos de sddio (NaB) e os fenilbutiratos, tendo um
histérico seguro de uso clinico para tratamento de doencas hereditarias e disturbios
metabdlicos adquiridos (NORIYUKI TAKAI et al., 2019). Esta classe, teve a sua acao
como inibidor de HDAC relatada pela primeira vez em 1978, pelo composto butirato
de sddio (NaB) (CANDIDO; REEVES; DAVIE, 1978; NORIYUKI TAKAI et al., 2019).
O NaB apresentou um efeito supressor de crescimento de tumor em células de
cancer endometrial e de ovario, porem apresenta baixa potencia como HDACI e sua
meia vida é extremamente curta (5 minutos), o que limita sua capacidade de
alcancar o limiar terapéutico sem altas doses (WARRELL JR et al., 1998; TERAOQO Y,
et al., 2001; NORIYUKI TAKAI et al., 2019). Diversos estudos relataram que NaB e
fenilbutirato bloqueiam a proliferacdo de células de carcinoma cervical HelLa
positivas para papiloma 18, por meio da inibicdo do ciclo celular na transicdo G1
para S, por uma regulacao positiva dos inibidores da quinase dependente de ciclina
p21 e p27, bem como perda completa da atividade CDK2 (NORIYUKI TAKAI et al,
2019).

Acido Valpréico (VPA)

Atualmente utilizado no tratamento de epilepsia, é frequentemente usado em
ensaios in vitro como HDACI e mostrou-se seguro e nao téxico em estudos in vivo
(TAKAI; NARAHARA, 2007b; NORIYUKI TAKAI et al., 2019; BLAHETA, et al., 2002).
O VPA interrompe a fase G2/M do ciclo celular e induz a apoptose por diversos
mecanismos, como ativacdo de caspases, aumento da clivagem de PARP e
alteragcdo na membrana mitocondrial. Aumentou 0s niveis de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e apresentou inibicdo do crescimento clonal em linhagens celulares
cancerosas de colo do utero (HAN; RAM; RA YOU; WOO HYUN PARK, 2013;
TAKAI¢ KOEFFLER; NARAHARA, 2007a). Seu derivado é o OH-VPA e apresentou
melhor efeito antiproliferativo que o proprio VPA, atuando como antioxidante e
HDACI (LIU, et al., 2019; CONTIS-MONTES DE OCA, et al., 2018).

Derivados do acido hidroxamico
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Abexinostat, Panobinostat, Vorinostat e Belinostat sdo derivados sintéticos do
acido hidroxamico e atuam como HDACI. Panobinostat, Vorinostat e Belinostat ja
sdao aprovados pelo FDA. O Abexinostat continua em estudos pré-clinicos e em
conjunto com outros medicamentos para terapia de cancer tem se mostrado efetivo,
0 que garante diminuicdo da dose administrada e consequentemente seus efeitos
adversos (DEUTSCH et al., 2017; CHOY et al., 2015).

Entinostat (MS-275)

MS-275 (MS-27-275) é uma nova benzamida sintética que exerce atividade
inibitéria de HDAC, induz a expressao do inibidor da quinase dependente de ciclina
p21WAF1 e altera o ciclo celular (CHAPMAN, et al., 1982; SUZUKI et al., 1999).
Apresenta atividade antiproliferativa em modelos de tumor humano in vitro e in vivo
(TAKAI; KOEFFLER; NARAHARA, 2007a).

BML-210

Inibidor de HDAC, sozinho ou em combinacdo com &cido retindico, leva a
inibicdo do crescimento celular e apoptose de células HeLa. Tem o efeito de
aumentar o nivel de p21, proteina antiapoptética Bcl-2 e P38 e MPA quinase
fosforilada (BORUTINSKAITE; NAVAKAUSKIENE; MAGNUSSON, 2006; NORIYUKI
TAKAI et al., 2019).

8.3 FARMACOS APROVADOS PELO FDA

Até agora, seis HDACIs) foram aprovadas para terapia antitumoral: Chidamida
(CS055), Romidepsina (FK228), Panobinostat (LBH589), Belinostat
(PXD101), Vorinostat (SAHA) e Pracinostat (XIE, et al., 2018; LIU, et al., 2019). A
producdo desses medicamentos é cara, tem toxicidade alta, sdo inespecificos e
possuem efeitos colaterais relevantes (TAMBUNAN, et al., 2019). Por isso, 0 uso
combinado com outros medicamentos antitumorais e estudos pré-clinicos de novos
compostos estdo bastante em evidéncia. Dentre esses cinco, apenas trés possuem
estudos sobre sua acdo em cancer cervical e sdo hidroxamatos e seus derivados
(Panobinostat, Belinost e Vorinostat) (LIU, et al., 2019).

Vorinostat (SAHA)
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E um PAN-HDACI, ndo seletivo e com efeitos colaterais consideraveis. E
possivel torna-lo seletivo para HDAC6 e HDAC8 modificando a posicdo do ligante
C4 do farmaco. A SAHA reduz as proteinas E6 e E7, induzindo seletivamente a
apoptose de células infectadas com HPV (BANERJEE, et al., 2018; NEGMELDIN;
KNOFF; PFLUM, 2018)

Os valores de concentracdo aprovados de IC50 para inibir HDAC 1,2,3 e 6
sédo de <10nM e ICso de 1,0 uM para HDAC 8. A morte celular causada por SAHA é
mediada pela via apoptotica extrinseca da caspase-8 e intrinseca da caspase-9. Os
niveis de ROS, incluindo o O2 mitocondrial foram significantemente aumentados nas
células HelLa tratadas com SAHA (BRADNER, et al., 2010;. DANIEL; FASS et al.,
2018)

Belinostat (PXD101)

E um potente inibidor de HDAC, seletivo e sem toxicidade aguda. HDAC 1
parece ser seu principal alvo, onde em teste com ratos na dose de 40 mg / kg / dia
por via i.p. durante 7 dias reduziu significativamente o crescimento do tumor sem
toxicidade aguda observavel (DEJLIGBJERG et al., 2008; PLUMB et al., 2003).

Panobinostat (LBH589)

Pertence a classe dos inibidores de HDAC dos acidos hidroxamicos. Possui
acao anticancer em células de céancer cervical, incluindo efeitos sinérgicos com
inibidores da topoisomerase (WASIM; CHOPRA, 2016, 2017). Os niveis de ROS
aumentaram notavelmente nas células cancerosas cervicais expostas
simultaneamente aos inibidores de panobinostat e topoisomerase, onde a geracao
de ROS é um fato crucial para a inducao de apoptose, pois leva a perda do potencial
de membrana da mitocondria. (WASIM; CHOPRA, 2017; OTT et al., 2007).

8.4 ASSOCIACOES DE MEDICAMENTOS PARA O TRATAMENTO DE
CANCER CERVICAL

O tratamento do cancer com quimioterapicos convencionais em apresentam
diversos efeitos colaterais, e os HDACIs aprovados até 0 momento apresentam alta

toxicidade (SUN et al., 2015). Por esse motivo, a terapia combinada de
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quimioterapicos com HDACIs é o foco de diversos estudos e apresentam resultados
satisfatorios. A combinagéo é efetiva devido ao mecanismo das HDACIs, que por
meio da hiperacetilacdo da estrutura da cromatina, torna o DNA mais acessivel aos
guimioterapicos convencionais, aumentando assim a eficacia terapéutica dos
mesmos. Diversos estudos pré-clinicos e clinicos sobre terapias de combinagdo com
HDACI estdo em andamento para o tratamento de leucemias, linfomas, mielomas
multiplos, cancer de pulméo, cervical, mama, ovario, pancreatico, renal, bexiga,
neuroblastoma e glioblastoma. Atualmente ndo ha uma terapia especifica para
cancer de colo de utero relacionado ao HPV, mas as HDACI sdo uma possibilidade
promissora (WASIM; CHOPRA, 2017; OZAKI et al., 2008; NOLAN et al., 2008;
ZHENHUA LIN et al., 2009).

Os HDACis demonstraram-se eficazes em combinagcdo com radioterapia,
inibidores de metilacio de DNA (decitabina, azacitidina), inibidores da
topoisomerase | e Il (topotecano, doxorrubicina, etoposideo), cisplatina, agentes
anti-tubulina (docetaxel, paclitaxel), imanitib (inibidor da tirosina quinase),
bortezomibe e carfilzomibe (inibidores de proteassoma), geldanomicina (inibidor da
proteina 90 de choque térmico) e trastuzumab (inibidor do receptor Her2) (WASIM;
CHOPRA, 2017; GRAY; CUBITT; ZHANG, 2012; BOTS; JOHNSTONE, 2009).

O inibidor de proteossoma Bortezomibe, atualmente usado para tratar
mieloma multiplo, em combinacdo com a pan-HDACI Tricostatina A, apresentou um
efeito aditivo, prolongando a sobrevivéncia dos ratos com cancer de colo de utero
(ZHENHUA LIN et al., 2009)

A combinacdo do HDACI Panobinostat com inibidores de topoisomerase
(topotecano ou etoposideo) provocou fortes respostas de morte celular em células
derivadas de céancer cervical por meio da via apoptoética intrinseca. A apoptose
ocorre devido ao aumento da producdo de ROS, inducdo da via apoptotica
mitocondrial, inibicdo das vias de pro-sobrevivéncia PI3K / AKT e NF-kBe na
ativacdo da via ERK (WASIM; CHOPRA, 2017).

A associagado de Vorinostat e Doxorrubicina provocou a inducdo da apoptose
por meio da clivagem da caspase-3, poli (ADP-ribose) polimerase e a regulagéao

positiva da proteina Bad. A combinacdo permite o0 uso de doses menores
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de doxorrubicina, diminuindo os efeitos adversos (LEE; SOOK JEONG et al., 2014).
A Cisplatina associada com o Vorinostat mostrou-se mais ativa do que
isoladamente, causando ativacdo da caspase-3 e inibicdo da expresséo de Bcl-2. O
principal motivo de o efeito ser aumentado aparentemente é por causa da HDACI
gue causa o relaxamento da cromatina, possibilitando a acao da cisplatina (JIN, KE
LONG et al., 2010).

O Acido Valproico (VPA) associado com o &cido trans-retindico foi capaz de
ativar o gene supressor de tumor RARR2, inibindo o crescimento do

cancer cervical in vitro e in vivo (FENG, et al., 2012).

9. INIBIDORES DE HISTONA DESACETILASE (HDACI) E PAPILLOMAVIRUS
HUMANO (HPV)

Como mencionado anteriormente, ndo h& uma terapia especifica para cancer

de colo de utero relacionado ao HPV. Os genes E6 e E7 do virus HPV sdo os

principais oncogeneses conduzindo o processo do cancer de colo do utero mediado

por HPV. Logo, representam alvos eficazes para a terapia.

No estudo de Finzer e colaboradores (2001, 2004), utilizando o Buritato de
Sédio como Inibidor de HDAC1, o inibidor cumpriu a funcdo de um agente
antitumoral, gerando apoptose em células carcinogénicas induzidas por HPV. A
HDAC1 reprime proteinas reguladoras do ciclo celular, como a pRb. Logo, a inibicéo
desta histona desacetilase, permite a expressao normal de pRb, interferindo no ciclo
do HPV. O ciclo celular das células HPV-positivas é interrompido, estacionando as
células na transicéo do ciclo de G1 para S, induzindo a apoptose pela via intrinseca,
independente da expressao do oncogene E6 (FINZER et al., 2001, 2004).

No estudo de Cruz-Hernandez e colaboradores (2007), os resultados
demonstraram que farmacos como Hidralazina e Valproato reativam a expresséo de
genes supressores de tumor, anteriormente silenciadas por mutacdes genéticas.
Estes farmacos podem ser administradas com seguranca em doengas malignas
relacionadas ao HPV, como o céncer cervical, devido ao fato de n&o induzirem
grandes mudancas nas expressdes das oncoproteinas virais. O efeito antitumoral

de Hidralazina e Valproato no cancer cervical pode ser devido ao efeito de regulacao
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positiva da proteina p53. Isso acontece porque a proteina p53 € hiperacetilada e fica
protegida da degradacéo pela proteina viral E6 (CRUZ-HERNANDEZ et al., 2007).

O efeito do farmaco SAHA na expressdo dos genes do E6 e E7 ainda é
incerto. Em estudos realizados com células HelLa, tratadas com SAHA, os niveis de
proteinas do RNA mensageiro de E6 e E7 diminuiram, assim como a atividade do
promotor do virus HPV. O mecanismo sugerido pelos autores € que a SAHA
consegue inibir transcricdo dos genes E6 e E7 do HPV 18, demonstrando-se uma
possivel atividade terapéutica (HE, HONGPENG et al., 2014).

Por mais que HDACI sejam farmacos atraentes para 0 uso em cancer
cervical, os inibidores também s&do conhecidos por ativar muitos promotores virais,
como o HIV-1, virus Kaposi e HPV-11 (WOLLEBO et al., 2015; SHIN et al., 2014).
Pouco se sabe sobre o impacto de HDACI no LCR epissomal do HPV-16 e seu ciclo
de vida (BECHTOLD; BEARD; RAJ, 2003). Um estudo feito na Universidade Livre de
Bruxelas (ULB) por Bojilova e seus colaboradores, foi obsevado que o HDACI afeta
a integracdo do DNA extracromossOmico viral no genoma de células hospedeiras,
mas também geram uma perigosa exploséo epissomal de transcricdo do promotor
viral do HPV em células indiferenciadas, provando-se necessarios estudos em
modelos in vivo (BOJILOVA, EKATERINA DIMITROVA et al., 2016).

O tema de cancer cervical associado ao HPV tratado com HDACIs ainda é
pouco conhecido, assim como seus efeitos colaterais. Este assunto deve ser ainda
melhor abordado, estudado e melhor difundido por se mostrar uma opc¢ao

promissora de terapia.

10. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ja ser seguramente estabelecida a relacédo do virus do HPV com o
cancer cervical, ndo ha ainda no mercado qualquer farmaco que atue

especificamente nesta via.

Os HDACIs mostraram-se ser efetivos em estudos in vitro e in vivo, assim
como adjuvantes promissores na terapia contra o cancer cervical associado ao HPV.
Os HDACIs promovem a parada do ciclo celular, causam a apoptose pela via
intrinseca, reativam a expressdo de genes supressores de tumor, anteriormente
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silenciados, e diminuem os niveis de proteinas do RNA mensageiro dos oncogenes

E6 e E7, diminuindo a atividade do viral e a transformacao celular.

Poucos ensaios clinicos foram realizados usando HDACI para céncer cervical,
mas alguns estudos envolvendo associacdo de farmacos parecem ser promissores.
O HDACI apresenta uma atividade sinergética com os farmacos utilizados no
tratamento para cancer. A combinacgéo é efetiva devido ao mecanismo das HDACISs,
que por meio da hiperacetilagdo da estrutura da cromatina, torna o DNA mais
acessivel aos quimioterapicos convencionais, aumentando assim a eficacia
terapéutica dos mesmos. Como os medicamentos Sdo caros e causam muitos
efeitos colaterais, o tratamento em associacdo apresenta a possibilidade de
resultados mais satisfatorios, considerando a diminuicdo dos efeitos colaterais
devido a dose terapéutica inferior, diminuindo assim a toxicidade de ambos e

promovendo uma qualidade de vida melhor a paciente.

Os estudos de HDACIs no tratamento de cancer sdo bem promissores e tem
bastante embasamento cientifico para acreditar que é uma boa estratégia para

combater o cancer cervical associado ao HPV.
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