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Resumo

O céancer cervical (CC) é predominante em mulheres de paises com baixo indice de
desenvolvimento, estabelecendo este como o quarto cancer mais comum atualmente. Osfatores
de risco incluem uso prolongado de contraceptivos, alto nimero de gestacdes e de parceiros
sexuais, porém o mais predominante é a infeccdo pelo papilomavirus humano(HPV), virus
sexualmente transmissivel. Os HPVs mais propensos a desenvolverem a doenca sao os 16 e 18,
sendo denominados como HPVs de alto risco. O tratamento inicial para CC € acirurgia, mas em
estagios mais avancados da doenca, o padrao de terapia € a quimiorradioterapia concomitante
a base de cisplatina. Como existe a grande possibilidade de resisténcia/intolerancia a cisplatina,
outros farmacos vém sendo estudados como novas alternativas de tratamento e também como
combinacdo para aperfeicoamento da resposta. Entretanto, mesmo com estes avancos, as taxas
de cura de CC ainda permanecem baixas, principalmente em casos de CC recorrente e
associados a metastase. Neste cenario, a biologia computacional vem sendo utilizada como
forma de analisar comportamentos, identificar e validar possiveis biomarcadores terapéuticos
por meio de ferramentas, plataformas e bancosde dados de pacientes disponiveis online, a fim
de trazer melhorias no &mbito oncolégico através da medicina de preciséo e predi¢do de novas
drogas. Portanto, nosso estudo adaptou uma metodologia que proporciona uma pesquisa a nivel
celular da histologia e expressdo génica do tecido tumoral de CC HPV positivo, através da
analise de sequenciamento de RNA de célula Unica (sScCRNA-seq), para identificar possiveis

genes marcadores tumorais e novas potenciais drogas para o tratamento personalizado do CC.

Palavras-chave: cancer cervical; cancer colo de Utero; papilomavirus humano; scRNA-seq;

biologia computacional; predicao de farmacos.



Abstract

Cervical cancer (CC) is predominant in women from countries with a low rate of development,
establishing it as the fourth most common cancer today. One of the biggest risk factors is human
papillomavirus (HPV) infection, as well as other elements related to sexual intercourse and the
use of contraceptives. The HPVs most likely to develop the disease are 16 and 18, which are
called high-risk HPVs. The initial treatment for CC is surgery, but in more advanced stages of
the disease, the standard of therapy is concomitant cisplatin-based chemoradiotherapy. As there
is a great possibility of resistance/intolerance to cisplatin, other drugs have been studied as
new treatment alternatives and also as combinations to improvethe response. However, even
with these advances, CC cure rates remain low, especially in cases of recurrent CC and
metastases. In this scenario, computational biology has been used as a way to analyze behaviors,
identify and validate possible therapeutic biomarkers through tools, platforms and databases
available online, to bring improvements in the oncological fieldthrough precision medicine and
prediction of new drugs. Therefore, our study adapted a methodology that provides research at
the cellular level on the histology and gene expression of HPV-influenced CC tumor tissue,
through single-cell RNA sequencing (scRNA-seq) analysis, to identify possible tumor marker

genes and consequently new potential drugs for personality treatment in CC.

Keywords: cervical cancer; human papillomavirus; sScRNA-seq; computational biology; drug
prediction.



1. Introducgéo

1.1. Cancer de colo de Utero: aspectos epidemiologicos e classificacdo tumoral

O céncer é uma doenca mundialmente conhecida por sua incidéncia e agressividade,
assim como pelos desafios atribuidos a comunidade cientifica de saude frente aos estudos que
visam tratamento e melhora no prognostico e na qualidade de vida dos pacientes. Segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima-se a ocorréncia de 704 mil novos casos de cancer
no Brasil, no periodo triénio de 2023-2025 (INCA, 2022).

Em relagdo as mulheres, atualmente o cancer de colo de Utero, também conhecido como
cancer cervical (CC), é o quarto mais prevalecente, ficando atrds de canceres como mama,
colorretal e pulmédo (BHATLA et al., 2021). O numero de casos de CC é desproporcionalmente
maior em paises de baixo desenvolvimento, em razdo ao menor acesso aos processos de
prevencdo e diagnostico (LAVIGNE et al., 2017). No Brasil (Figura 1), estima-se a ocorréncia
de 17.010 novos casos para cada ano do triénio 2023-2025, correspondendo a um risco estimado
de 15,38 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2022).

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%

Célon e reto 21.970 9,2% Colon e reto 23.660 9,7%

Traqueia, bronquio e pulmao 18.020 7,5% Colo do utero 17.010 7,0%
Estomago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pulmao  14.540 6,0%

Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%

Esofago 8.200 3,4% Estomago 8.140 3,3%

Bexiga 7.870 3,3% Corpo do Utero 7.840 3,2%

Laringe 6.570 2,7% Ovario 7.310 3,0%

Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2,3%

v *Nimeros arre&)ndados para nﬁlﬁplos de 10.

Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por

sexo, exceto pele ndo melanoma*, segundo o INCA, 2022. Imagem retirada de INCA, 2022.

O colo do utero é formado por epitélio escamoso estratificado que reveste a exocérvice
como uma continuacdo do epitélio vaginal e o epitélio colunar secretor de muco, tipico do canal
endocervical. A juncdo entre a populagdo de células da exocérvice e do epitélio colunaré
denominada juncdo escamocolunar e nela estd presente a prevaléncia da transformacéo
neoplasica viral. O carcinoma espinocelular (CEC), ou também conhecido como carcinoma de
células escamosas, é 0 tumor que surge na exocérvice e abrange cerca de 85% dos casos de
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CC. Ja os tumores que surgem na endocérvice, sdo propicios a serem adenocarcinomas
(histologia ndo escamosa) e correspondem a aproximadamente 15% desse tipo tumoral, sendo
associados com um pior prognostico (Figura 2) (SMALL et al., 2017; DEVINE et al., 2019).

2000 ym 4

Figura 2: Histologia do colo do Gtero mostrando a exocérvice (seta continua), endocérvice (seta
tracejada), a juncdo entre essas duas regides (circulo tracejado) e nddulos de Naboth (**). Disponivel
em https://histologyguide.com/slideview/MHS-207-cervix/18-slide-1.html.

De acordo com a International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO), o
CC édividido em 4 estagios: estagio 0 (inicial), no qual ha células cancerosas na regido cervical,
porém estas ndo se espalharam para outras regides uterinas; estagio 1A (1-2) e 1B (1-3), em que
o cancer prevalece dentro do colo do utero; estagio 1A (1-2) e 11B, quando as células cancerosas
comecam a se espalhar em tecidos adjacentes ao inicial; estagio Ill,caracteriza que o cancer ja
se espalhou pela regido pélvica e estagio IV quando o cancer estd em processo de metastase
(BEDFORD, 2009). Geralmente, as pacientes sdo assintomaticas nos primeiros estagios,
podendo apresentar alguns sintomas como sangramento vaginal irregular ou intenso e ap6s o
coito. No caso de estigios mais avangados, as mulheres comumente apresentam dor na regido
lombar e lesdes pélvicas (STUMBAR et al., 2019).
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1.2. Tratamentos

Os tratamentos para CC dependem do estdgio da doenca quando diagnosticada,
incluindo terapias como resseccao cirurgica, quimioterapia, radioterapia e a combinacgéo entre
essas trés modalidades (NAGA CH et al., 2018). Segundo a classificacdo FIGO 2018, a cirurgia
é indicada para estdgios iniciais como 1A (1-2), IB (1-2) e IIAL, sendo que aradioterapia
também pode ser escolhida como tratamento primario nos estagios IB2 e 11A1, dependendo dos
aspectos tumorais de cada paciente. Os estagios mais avancados, IB3 e 11A2, requerem
radioterapia adjuvante seguida da cirurgia, pois o risco de recorréncia € maior. Porém, como
essa dualidade aumenta a morbidade e diminuiu a qualidade de vida da mulher, a
quimiorradiacdo concomitante (CRT) a base de platina foi considerada tratamento padréo para
lesbes localmente avancadas, incluindo radiacdo externa e braquiterapia intracavitaria
(BHATLA et al., 2018).

Na quimioterapia, a cisplatina vem sendo considerada o agente mais ativo no tratamento
de CC avancado. Alguns pesquisadores demonstraram que a combinacdo de cisplatina com
outros farmacos podem melhorar a taxa de resposta e consequentemente a sobrevida dos
pacientes. O estudo GOG-179 apresentou que a cisplatina combinada com topotecano possui
uma vantagem significativa na sobrevida quando comparada com o agente sozinho
(MARQUINA et al., 2018; LONG et al., 2005). Outras combinagdes como cisplatina/paclitaxel
e bevacizumabe também podem ser aplicadas para pacientes com recorréncia, persisténcia ou
metastase (SCHUBERT et al., 2023). Porém, mesmo com sua altaindicacdo como tratamento,
a cisplatina esta associada ha varias complica¢des ligadas a dosee principalmente a resisténcia
do tumor, muitas vezes devida a alteracdes nos mecanismos moleculares e microambiente
tumoral (BHATTACHARJEE et al., 2022a). A carboplatina também entra como um agente
anticancerigeno para CC e estudos recentes demonstraram quea combinacdo de carboplatina
com paclitaxel e bevacizumabe possui uma eficacia comparavela cisplatina, alem de mostrar
menos efeitos colaterais (SCHUBERT et al., 2023).
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1.3. Fatores de risco no desenvolvimento do cancer de colo de Utero

Evidéncias reunidas na literatura mostram que os fatores de risco relacionados ao CC
variam entre tabagismo, uso prolongado de contraceptivos, mdltiplas gestacGes, numero de
parceiros sexuais e idade da primeira relacdo e gestacdo. Porém, o fator predominante é a
infeccdo por papilomavirus humano (HPV), uma infecgdo viral sexualmente transmissivel
muito comum, sendo 12% de mulheres ao redor do mundo diagnosticadas com HPV positivo.
Além disso, o0 HPV também é considerado agente causador da neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) (FANG et al. 2014; JOHNSON et al., 2019; PURUT; UCKAN, 2023).

Os HPVs sdo pequenos virus ndo envelopados de simetria icosaédrica, com capsideos
compostos por 72 capsémeros, com genoma circular de fita dupla e um tamanho estimado de
8 pares de quilobases (ARANDA-RIVERA et al., 2021; TOMMASINO, 2014; YOUSEFI et
al., 2022). O genoma do HPV de alto risco (como o HPV16 e o HPV18) é organizado em
oito regides, conhecidas por fase de leitura aberta (ORF, da sigla em inglés Open Reading
Frames), que sdo separadas em trés partes: regido precoce, composta por seis ORFs (genes
El, E2, E4, E5, E6 e E7); regido tardia, formada pelas ORFs L1 e L2 e a regido de controle
longo (LCR) ou regido reguladora upstream (URR) (PAL; KUNDU, 2020). O inicio do ciclo
viral (Figura 3) € dado pela transcricdo de proteinas reguladoras como a E1, responsavel por
mediar a replicacdo e transcricdo viral e a E2 que também desempenha um papel na transcricéo,
além de aumentar a especificidade de E1 para sua sequéncia de DNA alvo(VASHISHT et al.,
2019; ARANDA-RIVERA et al., 2021; YOUSEFI et al., 2022). A
proteina E4 € expressa tardiamente e contribui na producao e liberacdo de virions, tendo um
papel importante na alteracdo da matriz intracelular (VASHISHT et al., 2019; DE CAMPOS
FERRAZ et al., 2012). As proteinas E5, E6 e E7 sdo oncoproteinas que modificam as vias de
sinalizacdo e fazem a manutencdo do genoma viral, facilitando a evasdo imune e o
desenvolvimento do tumor maligno (VASHISHT et al., 2019; ARANDA-RIVERA et al., 2021,
YOUSEFI et al., 2022).
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Figura 3: Patogénese do HPV no colo de Gtero. Imagem extraida de YOUSEFI et al.,
em https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2021.805695/full.

2022. Disponivel

Através de estudos, foram identificados cerca de 200 tipos deste virus, sendo 15 deles
diretamente ligados ao desenvolvimento do CC, denominados em categorias de alto e baixo
risco oncogénico. Os altos geralmente estdo ligados ao crescimento de neoplasiasintraepiteliais
cervicais (NICs), neoplasias invasoras e constituem os virus de numeragdo HPV16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e 82 (DE CAMPOS FERRAZ et al.,

2012; MANINI; MONTOMOLI, 2018). Alguns estudos demonstraram que o0s HPVs
oncogénicos auxiliam em seis alteracdes cancerigenas estabelecidas por hallmarks of cancer,
como sinalizacdo proliferativa sustentada, evasdo de supressores de crescimento, ativacdo da
invasdo tecidual e metastase, induzindo a imortalidade replicativa, angiogénese e resisténcia a
apoptose (HOPPE-SEYLER et al.,, 2018, HANAHAN, 2022). A oncogénese ocorre pela
persisténcia da infeccdo a longo prazo, devido a seu poder de escape das respostas do sistema
imunoldgico e pela desregulacdo da expressdo génica da celula hospedeira, ocasionada pela
2009; DELLA
FERA et al., 2021). Em geral, 90% dos pacientes possuem HPV restrita a camada intra epitelial

interacdo e comportamento do genoma viral em seu nucleo (CRICCA et al.,

da mucosa e ndo progridem para um cancer, tendo eliminagédo inata e humoral em poucos

meses ap6s a infeccdo. Porém, 10% ainda dispdem de infeccdo persistente e
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consequentemente um possivel desenvolvimento cancerigeno em 1% desses individuos
(WANG, R. et al., 2020).

Entre os tipos de cancer, o CC é 0 mais associado ao HPV, sendo que 95% dos casos
ocorrem em pacientes HPV positivo, principalmente aquelas infectadas por HPV16 e HPV18,
que sdo responsaveis por cerca de 70% dos CC mundialmente, sendo 50% e 20%
respectivamente (WILLIAMSON, 2023; MONTEIRO et al., 2021) . A partir do momento que
o virus infiltra nas células epiteliais, 0 mesmo comeca a produzir E6 e E7, que sdo
oncoproteinas responsaveis pela degradacédo e inativacdo de supressores tumorais p53 e pRb,
levando a proliferacdo celular irregular e resisténcia a apoptose. Por conta disso, ha notavel
superexpressdo dessas proteinas no processo de carcinogénese relacionado ao HPV,
principalmente o HPV16/18 (MAHMOOQODI et al., 2019). Uma questdo importante que faz o
HPV18 ser o segundo tipo mais comum deve-se pelo fato de ser dificilmente detectado em
lesGes pré-cancerosas, com incidéncia de aproximadamente 5%. Isso ocorre por suas
caracteristicas bioldgicas, sendo prevalente em tipos de CC menos comuns como
adenocarcinomas e carcinomas de pequenas células, além de outros mecanismos Unicos
envolvidos na carcinogénese do HPV18 (KUSAKABE et al., 2023). Por outro lado, o HPV16
esta altamente associado ao carcinoma de células escamosas, sendo o tipo mais frequentemente
encontrado em casos de CC HPV positivo (TORNESELLO et al., 2011). Também foi
demonstrado que tumores com HPV16 tém maiores chances de espalharem para os ganglios
linfaticos e parametriais em relacdo ao tumores HPV16 negativos (ZAMPRONHA et al., 2013)

1.4. Vacinacéo Contra o HPV

Apos a infeccdo, 0 HPV consegue burlar o sistema imune atraves de varios mecanismos
por conta da lenta resposta imune natural, que induz baixos niveis de sintese de
imunoglobulinas (Ig) (WANG, R. et al.,, 2020). Com isso, 0s anticorpos produzidos pela
resposta natural ndo sdo suficientes para prevenir uma reinfecgdo subsequente de HPV, além
de ser muito menor quando comparada a alta soro-resposta obtida ap0s a vacinagdo. Assim,
para manter a protecdo ao longo da vida sexual ativa, sdo necessarios niveis maiores e
sustentados de Ig que podem ser induzidos atraves da vacinagdo (WANG et al., 2020; DE
SANJOSE et al., 2018).

16 | Pagina



Os estudos com vacinas para HPV comecaram em meados de 1980, ap6s a descoberta
do HPV como principal fator de risco do cancer cervical (MARKOWITZ; SCHILLER, 2021).
Atualmente, existem 3 tipos de vacinas profilaticas contra o HPV licenciadas e disponiveis no
mercado: as de primeira geragdo, Gardasil e Cervarix, e a de segunda geragdo, Gardasil-9
(DILLEY et al. 2020). Todas as trés foram produzidas por particulas semelhantes ao virus
(VLPs) da proteina L1 e feita por tecnologia de DNA recombinante, o que as torna
completamente ndo infecciosas e ndo oncogénicas, visto que ndo possuem o DNA viral
(BARRA et al., 2019). A Gardasil, também conhecida como vacina quadrivalente (4vHPV),
foi produzida pela empresa Merck & Co nos EUA e aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) em 2006 (CASTLE; MAZA, 2016). Esta foi feita a partir de células de
levedura Saccharomyces cerevisiae, alem de 225ug de sulfato de hidroxifosfato de aluminio
amorfo (AAHS) como adjuvante e contém os VLPs dos HPVs 6/11/16/18, que sdo diretamente
ligados ao desenvolvimento de verrugas genitais (YOUSEFI et al., 2022). A Cervarix foi
desenvolvida pela GlaxoSmithKline (GSK), na Bélgica, através de células Trichoplusia ni
infectadas com Baculovirus e 50pug ASO4 como adjuvante (ASO4 ¢ constituido de hidréxido
de aluminio e 3-O-desacil-4> monofosforil lipidio A) (SZAREWSKI1,2010). Esta vacina contém
0s VLPs de alto risco dos HPVs 16 e 18 e foi aprovada pela FDA em 2010 (CASTLE; MAZA,
2016). Além dessas duas vacinas citadas, viu-se necessario a producdo de uma terceira vacina
que fosse eficiente contra outros 5 tipos de HPVs prevalentesna carcinogénese. Com isso, a
Merck & Co desenvolveu a Gardasil-9, vacina nonavalente (9vHPV) que contém protecdo
contra os HPVs 6/11/16/18/31/33/45/52/58, a qual foi licenciada em 2014 (YOUSEFI et al.,
2022).

Todas as vacinas sdo mais efetivas em homens e mulheres que ainda ndo foram expostos
ao virus, sendo assim, a intencdo é que sejam aplicadas antes de qualquer atividade sexual,
tendo como alvo principal os grupos de criangas e adolescentes de 9 a 14 anos (VILLA;
RICHTMANN, 2023). Inicialmente, o programa de imunizagdo continha a recomendagéo de
trés doses para as vacinas 4vHPV e 2vHPV, num intervalo de 0, 1-2 e 6 meses (WHO, 2014).
Porém, alguns estudos de imunogenicidade analisaram que a aplicacdo de duas doses demonstra
resposta de anticorpos nao inferior em jovens adolescentes quando comparada com mulheres
jovens adultas que receberam 3 doses (MARKOWITZ et al., 2022).Desse modo, a partir de
2016 a recomendacdo passou a ser de duas doses para meninos e meninas de 9 a 14 anos, num

periodo de 0-6 meses, valendo para todas as vacinas. Individuos
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com idade > 15 anos devem tomar as trés doses num intervalo de 0, 1-2, 6-12 meses (WHO,
2017).

Atualmente, a eficicia de uma dose unica das vacinas vem sendo estudada por diversos
grupos de pesquisadores, com o intuito de simplificar a implementacdo do programa de
vacinacdo e aumentar o encorajamento da populacdo em relacdo a vacinacdo (VILLA;
RICHTMANN, 2023). Apds avaliacdo de resultados em relacdo a dose Unica contra o HPV,
a WHO Strategic Advisory Group of Experts on Immunization (SAGE) advertiu que esta
oferece protecdo solida e comparavel ao esquema de duas doses. Com isso, a organizagdo
sugere uma nova atualizagcdo no esquema de dosagem, em que garotas de 9-14 anos sejam
vacinadas com uma ou duas doses, assim como jovens mulheres entre 15-20 anos. Para
mulheres maiores de 21 anos, a recomendacdo passa a ser de apenas duas doses, com um
intervalo de 6 meses. Segundo a organizacdo, esse planejamento com dose Unica tem o
potencial de agilizar o objetivo de vacinar 90% das meninas de até 15 anos até 2030 (WHO,
2022).

Uma alternativa encontrada para avancar nas pesquisas e desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento ou de novas vacinas para a prevencao de diferentes tipos de cancer
é a utilizacdo de ferramentas e banco de dados online para predi¢do de biomarcadores, pois
estes auxiliam na deteccdo da doenca, assim como na melhoria do progndstico e tratamento
(FONG; WINTER, 2012). Os biomarcadores, principalmente na area oncologica, englobam
varias classes de biomoléculas como genes, fragmentos de RNA, proteinas entre outros, que
podem ser identificados em diversas etapas da carcinogénese (VOLKOVA et al., 2021).

1.5. Andlises computacionais e sequenciamento de RNA de célula Unica nos estudos sobre
0 cancer

O aumento no nimero de pesquisas cientificas na area de predicdo de biomarcadores no
cancer nos ultimos anos veio acompanhado de um grande avango no uso de ferramentas de
bioinforméatica e em bancos de dados de pacientes para estudos de personalizacdo de
tratamentos oncol6gicos. Esses bancos armazenam dados 6micos (oriundos do genoma,
transcriptoma, miRnoma, proteoma etc.) que tornam esta pratica bastante acessivel, rapida e
com alto grau de confiabilidade (XIE et al., 2020; ZHENG et al., 2020).
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A primeira técnica de sequenciamento de RNA ocorreu em 1975, abrindo novas
oportunidades para os estudos com genética. Em 1995 foi descoberto uma técnica de
quantificacdo dos niveis de expressdo génica usando um micro chip, conhecido por microarray.
Com o avanco da tecnologia, foi-se desenvolvendo novos métodos que proporcionam menos
custos e tempo necessarios para geragdo de dados de expressdao com ainda mais qualidade.
Consequentemente, os conjuntos de dados gerados por sequenciamento sdo extensos e por isso
houve a necessidade da introducdo da bioinforméatica no meio cientifico, pois através de
ferramentas computacionais é possivel investigar o significado biol6gico dos dados gerados
(GONDANE; ITKONEN, 2023).

Uma das tecnologias tradicionais mais utilizadas para andlise de expressdo é o
sequenciamento de RNA em massa (Bulk RNA-seq). Esta técnica permite determinar a média
do tecido estudado, especificando a média de células normais e cancerosas presentes na
amostra. Entretanto, ela ignora os tracos fenotipicos e funcionais especificos de cada célula
presente nos tumores, informacdo importante principalmente para estudos com predicdo de

drogas para tratamento do cancer (LI et al., 2021).

Com isso, um novo método conhecido como sequenciamento de RNA de células Unica
(scRNA-seq) foi desenvolvido. O primeiro método de célula Unica foi publicado por Tang et
al., 2009 e desde entdo essa técnica vem sendo cada vez mais aprimorada. Com ela, é possivel
caracterizar o estado molecular de cada célula tumoral individualmente, analisando a
heterogeneidade do tumor e a composic¢édo do tipo celular do microambiente tumoral, podendo
determinar o resultado da interferéncia de células anormais em uma infec¢do, em recidiva do
cancer e principalmente na resisténcia a quimioterapicos e outros medicamentos (DAVIS-
MARCISAK et al., 2019; SALIBA et al., 2014).

Para o desenvolvimento da técnica, o primeiro passo é obter uma suspensao de células
isoladas de um tecido de interesse e realizar o isolamento de uma célula individual atraves de
diluicdo limitante, micromanipulacdo, selecdo de células ativadas por fluxo (FACS),
microdisseccdo de captura a laser (LCM) e microfluidica. O protocolo ainda varia de acordo
com a pesquisa em questdo, porém, devido a alta quantidade de ruido, todos 0s sequenciamentos
devem passar por uma série de procedimentos de controle de qualidade afim de eliminar
dados de células de baixa qualidade (células mortas, danificadas ou multiplets,que séo células
que ndo foram individualizadas corretamente) pois estas possuem pequeno nimero de leituras

e podem causar resultados incertos (CHEN et al., 2019).
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Por este método permitir o entendimento sobre a heterogeneidade das células tumorais,
progresso do desenvolvimento do tumor, comunicacdo e interacdo entre células normais e
malignas, entre outros aspectos, a pesquisa com scRNA-seq tem aumentado gradativamente
nos Ultimos anos, tendo um impacto positivo na precisdo da detec¢do e na diminuicao dos custos
gerados, tornando-se uma importante ferramenta na pesquisa de diversos canceres (ZHANG et
al., 2021). ZHANG e colaboradores (2021) realizaram uma anélise transcriptdmica de célula
Unica no CC e identificaram fibroblastos associados ao cancer (CAFs) que podem promover
progressdo tumoral, criando novas perspectivas noprognostico e tratamento desse cancer. Peng
e colaboradores (2019) demonstraram através de andlise da trajetdria celular que elementos de
diversas vias associadas ao tumor de pancreas e fatores de transcricdo foram expressos
diferencialmente ao longo do desenvolvimento do céncer, disponibilizando novos possiveis
marcadores para predicdo da resposta imune antitumoral. Obradovic et al., 2021 descobriram
uma subpopulacdo de macrofagos especifica do tumor pela regulacdo positiva de TREMZ2,
APOE e C1Q que podem servir como potenciais biomarcadores prognésticos e terapéuticos
para a recorréncia de carcinoma renal de células claras. Dessa forma, com uma abordagem
cientifica atualizada e inovadora, 0 método de scRNA-seq pode trazer contribuicdes inéditas
com foco no melhor entendimento do microambiente tumoral e no delineamento de novas

abordagens terapéuticas para diferentes tipos de cancer.
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2. Justificativa e Hipbtese

Como citado anteriormente, 0 HPV é o maior fator de risco relacionado ao CC e mesmo
com a prevencao contra 0 virus atraves da vacinagdo, a incidéncia desse tipo de tumor ainda
prevalece alto. Além disso, 0 microambiente tumoral do CC apresenta resisténcia ao tratamento
com o quimioterapico cisplatina, priorizando o desenvolvimento de novos estudos relacionados
com a predicdo de possiveis drogas para tratamento do CC e possibilitando melhora na

qualidade de vida e sobrevida das pacientes.

Neste sentido, a biologia computacional vem ganhando espaco no meio cientifico,
principalmente pelo uso de dados de scRNA-seq e pela oportunidade de explorar questdes
bioldgicas da heterogeneidade das células em estudos oncoldgicos. Com a disponibilizacdo de
bancos de dados online, é possivel analisar outros cenarios utilizando os diversos softwares e
plataformas disponiveis para analise deste tipo de dados. Esse método pode ser considerado
complementar aos testes in vitro e in vivo por sua fungédo de auxilio e validacdo de resultados,
porémse adequando ao principio dos 3Rs de Russel e Burch (RUSSEL; BURCH, 1992).

Diante disso, espera-se identificar possiveis drogas para tratamento personalizado de
CC com influéncia de HPV, através de biomarcadores biol6gicos advindos de dados de
scRNA-seq disponibilizados em bancos de dados online e ferramentas de anéalise

computacional.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Realizar a predicdo de farmacos para o tratamento de cancer cervical com influéncia

do virus HPV através do sequenciamento de célula Unica e de ferramentas da biologia

computacional.

3.2. Objetivos Especificos

Identificar amostras de sequenciamento de RNA de célula tnica de colo de utero normal
e de cancer cervical;

Integrar e preparar as amostras selecionadas anteriormente para analise de agrupamento
celulares;

Fazer 0 agrupamento por pares e realizar a diferenciacdo de expresséo génica nos grupos
de células formados;

Identificar e anotar os tipos celulares definidos através de genes marcadores canénicos;
Diferencar células malignas e ndo malignas dentro do cluster de células epiteliais e
verificar genes diferencialmente expressos (DEGs) nos subgrupos de células epiteliais
malignas;

Visualizar e denotar os DEGs compartilhados entre os subgrupos de células epiteliais
malignas (grupos pré lesdo e lesdo);

Submeter a lista de genes up expressos na ferramenta L1000FWD para identificacdo
de assinaturas de drogas relacionadas a estes genes especificos;

Realizar o enriquecimento funcional da lista de genes com alta expressdo associados
com cada droga especifica selecionada;

Analisar cinco principais vias e ontologias para cada droga, a fim de visualizar eventos
biologicos envolvidos no desenvolvimento da carcinogénese e progressao viral;
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Resumo

O céncer de colo de utero, também conhecido como cancer cervical (CC), é o quarto tipo mais
comum entre mulheres e é predominantemente estabelecido em paises pouco ou
subdesenvolvidos. O CC tem como seu maior fator de risco a infeccdo por papilomavirus
humano (HPV) de alto risco, principalmente HPV16 e HPV18. Como tratamento, a cirurgia é
indicada para estagios iniciais da doenca e a quimiorradioterapia concomitante a base de
cisplatina é considerada tratamento padrao para estagios mais avancados de CC. Ainda assim,
alguns pacientes demonstram intolerancia e/ou resisténcia a cisplatina e as taxas de cura para
recidivas e metastases ainda permanecem baixas, ressaltando a necessidade de estudos para
identificacdo de novos farmacos para combinacgdo ou substituicdo da droga utilizada. Com isso,
a tecnologia computacional vem sendo bastante explorada na area da oncologia, especialmente
na identificacdo de biomarcadores, investigacdo de caracteristicas, interacdes tumorais e
predicdo de farmacos. Neste cenario, nosso trabalho utilizou ferramentas da biologia
computacional e dados de sequenciamento de RNA de célula Gnica (scRNA-seq) depositados
em repositorios online, com o objetivo de identificar potenciais alvos para tratamento e
prevencdo do CC. Em vista disso, conseguimos detectar os compostos amsacrinae AG-18 como
possiveis drogas para serem investigadas como tratamento personalizado para pacientes com
CC HPV positivo, além de inferir dois compostos naturais, retinol e pterostilbeno, como
potenciais alvos preventivos em caso de pacientes com pré-lesdes cervicais influenciados pelo
virus HPV.

Palavras-chave: cancer colo de atero; papilomavirus humano; scRNA-seq; biologia

computacional; predi¢cdo de farmacos.
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Introducéo

O cancer de colo de Gtero, também denominado como céancer cervical (CC), é a 4?
doenca maligna mais frequente no género feminino (COHEN et al., 2019). Em 2023, o CC foi
indiciado como o terceiro tipo de cancer mais incidente em mulheres brasileiras segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), com estimativa de 17.010 novos casos anuais no triénio
2023-2025 (INCA, 2022). A incidéncia e mortalidade do CC varia de acordo com a localidade,
porém cerca de 85% dos casos ocorrem em paises pobres ou subdesenvolvidos emcomparagdo
a regides desenvolvidas (LIN. et al., 2021). O CC é classificado em dois tipos histolégicos
principais, carcinoma espinocelular e adenocarcinoma, com porcentagem decasos de 72,6% e
21,8%, respectivamente (KUSAKABE et al., 2023).

O tratamento para CC varia de acordo com o estagio da doenca. Para estagios iniciais,
sdo utilizadas cirurgias menos invasivas e preservadoras da fertilidade, enquanto para estagios
localmente avancados a quimiorradioterapia concomitante a base de cisplatina e braquiterapia
tém sido consideradas tratamentos padrdo para CC (FLEISCHMANN et al., 2021;
GHEORGHE et al., 2022). Outros quimioterapicos, como paclitaxel e docetaxel também sdo
comumente utilizados em combinagdo com a cisplatina (MITRA; ELANGOVAN, 2021).
Devido a ndo inferioridade da combinacdo de carboplatina/paclitaxel em comparacdo com
cisplatina/paclitaxel, esta também foi adicionada as diretrizes como agenteradiossensibilizante
para pacientes com resisténcia/intolerancia a cisplatina (KOH et al., 2019; LIONTOS et al.,
2019). Mesmo com os avanc¢os na melhoria do tratamento quimioterapico, o CC ainda apresenta
baixas taxas de cura, sustentando a importancia de novos estudos sobre possiveis alvos para
tratamento de precisdo em pacientes com esse tipo tumoral especifico (MANRRIQUEZ et al.,
2022).

O papilomavirus humano (HPV) de alto risco é o principal fator de risco para o
desenvolvimento do CC. A infeccdo e integracdo do genoma do virus nas células epiteliais
hospedeiras sd0 0s processos iniciais na progressdo  neoplasica  cervical
(BALASUBRAMANIAM et al., 2019). Até o momento, 15 subtipos de HPV sdo considerados
de alto risco, porém os HPVs 16 e 18 sdo 0s que possuem maior capacidade neoplasica e sdo
parte de aproximadamente 70% dos casos de CC no mundo (LI; XU, 2018). As primeiras
variagdes ocorrem atraves das oncoproteinas E6 e E7, que inibem as proteinas anti-tumorais

p53 e pRDb, causando alteragdes nos mecanismos de reparacdo do DNA e
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consequentemente ajudando no processo de proliferacdo das células cancerigenas
(LONGWORTH; LAIMINS, 2004).

Devido a isso, em 2006, foi desenvolvida a primeira vacina contra o HPV, sendo
recomendada para jovens e mulheres para auxiliar na prevencdo do CC. Em seguida, foram
desenvolvidas mais duas vacinas com o intuito de cobrir todos os subtipos de HPV de alto risco,
sendo aprovadas para distribuicdo pela organizacdo Food and Drug Administration (KITUR et
al., 2022). Apenas da recomendacdo da vacinagdo para todas as regides ao redor do mundo, a
cobertura vacinal global ainda permanece baixa, por questfes da ndo concluséo do esquema de
vacinacdo, altos custos, pouca divulgacdo e até preconceito da populacdo, dificultando o
processo de combate contra o virus e ao CC. (BERKOWITZ et al., 2015; SHAPIRO, 2022;
MARIANI et al., 2017).

Nesse ambito, a pesquisa na area oncologica e de medicina de precisdo tem se
beneficiado dos avangos na tecnologia de dados dmicos para investigar o microambiente
tumoral e descobrir novas drogas anticancer (LI et al., 2020). Na ultima década, foram
introduzidas técnicas de sequenciamento de célula Gnica com o objetivo de compreender
melhor a heterogeneidade tumoral a nivel celular, para estudar processos envolvidos narecidiva
do cancer e na resisténcia a medicamentos terapéuticos (ROSATI; GIORDANO, 2022). Com
iss0, nosso estudo visou analisar dados de sequenciamento de RNA de célula Unica (SCRNA-
seq) disponiveis em databases online, com o intuito de investigar potenciais genes alvos e

predizer novos farmacos que poderdo ser utilizados em tratamentos personalizados.
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Material e Métodos
Escolha dos dados de sScCRNA-seq

A busca por dados de scCRNA-seq foi realizada na plataforma Gene Expression Omnibus
(GEO)  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) (CLOUGH; BARRETT, 2016), onde
selecionamos o estudo de Guo et al., 2023 (numero de acesso = GSE208653), que contém nove
amostras de tecidos de colo de Utero. As amostras foram processadas atraves do pacote Seurat
(v4.0.6) (https://satijalab.org/seurat/) na linguagem R pela interface Rstudio (v4.2.2) (HAO et
al., 2021).

Preparacéo e controle de qualidade dos dados de scCRNA-seq

Para identificar e eliminar células mortas ou gotas vazias (vesiculas que nao
incorporaram nenhuma célula durante a sua formac&o), foi calculada a métrica de controle de
qualidade (CQ) mitocondrial, a qual calcula a porcentagem de counts provenientes de um
conjunto de genes. Células com menos de 200 genes ou mais de 3000 genes detectados e para
as quais a expressdo génica mitocondrial total excedeu 10% foram removidas. Anormalizacdo
foi realizada através do método “LogNormalize” € a sele¢do genes com alta variagdo célula-
célula foi realizada através da funcdo FindVariableFeatures no pacote Seurat,retornando 2000

genes por amostra.

Concatenacao de dados, agrupamento, visualizacéo e identificacao

Para analisar as nove amostras encontradas, foi realizado uma mescla das matrizes de
contagem bruta dessas amostras através do método merge do Seurat, criando um novo objeto
com a matriz de contagem bruta resultante (STUART et al., 2019). Para identificar as variaveis
principais foi realizado o método Principal Component Analysis (PCA) e a visualizacdo dos
resultados foi feita através do Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP). As
identidades dos tipos celulares foram baseadas na expressdo de genesmarcadores celulares

canonicos avaliados pela funcédo features do pacote Seurat. Para analise

especifica de células epiteliais, o cluster encontrado foi dividido em subgrupos através do
UMAP e funcdes de reagrupamento do pacote Seurat com resolugédo = 1. A analise da diferenca
de expressdo entre 0s genes encontrados no grupo de células epiteliais tumorais comp-valor
ajustado < 0.01 e os genes dos grupos de células epiteliais de pré-lesdo com p-valor ajustado <
0.05. Os DEGs foram estabelecidos como up regulados quando o valor de Fold Change for

positivo (>0) e down quando negativo (< 0).
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Diferenciacdo de células malignas e ndo malignas

Para analise complementar, a identificacdo de celulas malignas também foi realizada
atraves da ferramenta computacional Copynumber Karyotyping of Tumors (CopyKat)
(https://github.com/navinlabcode/copykat) (GAO, R. et al., 2021), que usa abordagens
Bayesianas integrativas para detectar aneuploidia no genoma em células Unicas para separar

células tumorais de normais. A andlise foi aplicada para cada amostra individualmente.

Identificacdo de pequenas moléculas como alvo terapéutico atraves de assinaturas de
expressao génica de CC

Para verificacdo de possiveis drogas para tratamento personalizado de CC com HPV, as
listas de DEGs de tumor e pré-lesdo foram submetida a plataforma L1000 fireworks display
(L1O0OFWD) (disponivel em: https://maayanlab.cloud/I1000fwd/#) (WANG et al., 2018).
Selecionamos os top 10 alvos de acordo com o score de reversdo de cada tipo amostral e
realizamos o enriquecimento funcional dos genes up expressos responsaveis pela inducao de
cada droga por meio da plataforma Enrichr (disponivel em: https://maayanlab.cloud/Enrichr/)
(Chen et al. 2013; Kuleshov et al., 2016; Xie et al., 2021). A visualizacdo com heatmap dos
resultados finais foi realizada através da plataforma Morpheus (disponivel em:

https://software.broadinstitute.org/morpheus/).

O fluxograma da metodologia utilizada esta ilustrado na Figura 1.
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Figura 1: Fluxograma da metodologia realizada. A primeira parte envolve o controle de qualidade (laranja) das
nove amostras selecionadas, seguido de dois processos independentes: analise de nimero de cdpias e integragao
dos dados (branco). A partir da integragcdo, foram realizadas as etapas de preparo dos dados (vermelho),
agrupamento e anotacdo dos tipos celulares identificados (verde). Realizamos um reagrupamento de células
epiteliais identificadas (setas tracejadas) para identificacdo de células epiteliais malignas. Posteriormente,
submetemos a lista de DEGs up expressos na plataforma L1000FWD para identificagdo de drogas induzidas por
estas assinaturas de expressdo, realizamos o enriquecimento funcional dos genes com alta expressao especificos
de cada droga encontrada pelo EnrichR e depositamos os resultados na plataforma Morpheus a fim de obter melhor
visualizagdo dos dados finais (azul).

Resultados

Atlas de transcriptoma de célula Unica de amostras de colo de Utero normal, pré-leséo e
cancer cervical

Para caracterizar a composicao celular dos microambientes de tecidos cervicais normais
e tumorais, utilizou-se nove amostras de scCRNA-seq disponibilizadas no estudoGSE208653
incluindo: duas normais HPV negativo (N_NO_HPV), duas normais HPV positivo (N_HPV),

duas de pré-lesdo HPV positivo (HSIL_HPV) e trés de cancer cervical
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HPV positivo (CA_HPV, sendo duas destas de carcinoma escamoso e uma de adenocarcinoma)
(Figura 2a). Apds o processo de controle de qualidade foi obtido o total de 52.726 células, sendo
13.497 células do grupo N_NO_HPV, 15.186 células do grupo N_HPV,

8.466 células do grupo HSIL_HPV e 15.577 células do grupo CA_HPV (Figura 2b). Para a
anotacdo de quais tipos celulares estavam presentes nas amostras, realizamos o UMAP e
identificamos 21 clusters de células (Figura 2c). Destes 21 clusters, foram identificadas dez
células principais através de genes marcadores ja conhecidos na literatura (Figura
Suplementares 1), sendo elas célula T (30,23%, marcada com CD3D, CD3E e CD2), NK (18%,
marcada com NKG7, GZMB e KLRD1), macréfago (14,7%, marcada com CD14, AIF1 e
CD68), epitelial (12,3%, marcada com KRT19, EPCAM e KRT18), plasmadcitos (5,82%,
marcada com SLAMF7, CD38 e JCHAIN), fibroblasto (4,06%, marcada com LUM, DCN e
COL1A1), dentritica (2,9%, marcada com CD1C e CD207), mastdcito (2,37%, marcada com
CPA3, MS4A2 e TPSABL1), célula B (1,8%, marcada com MS4Al1, CD79A e CD79B),
endotelial (1,4%, marcada com CDH5, VWF e PECAM1). O grupo nomeado como
“unassigned” representa as células ndo identificadas nas amostras, sendo 6,5% do total. (Figura
2d).
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Figura 2: (a) Esquema das amostras de single-cell retiradas do estudo de Guo et. al. (b) UMAP plot das
células agrupadas por grupo de origem. (c) UMAP plot dos 20 clusters de células identificadas das
58.857 células totais. Cada ponto no gréfico representa uma célula Unica identificada.(d) UMAP plot
dos 10 clusters de células principais encontradas entre as células totais através de genes marcadores
candnicos, incluindo célula T, NK, macréfago, epitelial, plasma, dentriticas, fibroblasto, mastécito,
células B e endotelial. O grupo nomeado unassigned representa a populacdo de células que ndo foi

marcada por nenhum gene marcador conhecido.

Quando comparamos a distribui¢do das células nos grupos de amostras estudadas,
conseguimos observar que células imunes estdo predominantemente presentes no grupo de
tecido normal com HPV e tecido cancerigeno com HPV. Nota-se também grande diferenca no
namero de fibroblastos, que encontra-se em maior quantidade no tecido normal com HPV,
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quando comparado aos outros grupos. No caso das epiteliais, as células estdo mais distribuidas

nos grupos de tecido normal, pré-lesdo e cancer, diferenciando apenas no grupo normal sem
influéncia do HPV (tabela 1).

Tabela 1: Proporcao de células presentes nos diferentes grupos de amostras.

N_NO_HPV N_HPV  HSIL_HPV  CA_HPV Total Cell Type
T cell 4681 4545 3434 3278 15938
NK cell 249 4454 930 3854 9487
Macrophage 2207 1653 886 2997 7743
Fibroblasts 333 1278 298 231 2140
Epithelial 2731 1022 1553 1168 6474
Plasm cell 1866 478 455 266 3065
Unassigned 279 277 112 2756 3424
Dentritic 267 484 173 601 1525
Mast cell 498 402 161 185 1246
B cell 149 293 315 194 951
Endothelial 237 300 149 47 733
Total Group 13497 15186 8466 15577 52726
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Subtipos epiteliais e identificacdo de células malignas

Devido a histologia do colo de Utero e do papel importante das células epiteliais no
desenvolvimento do CC, estas foram divididas em 19 subgrupos (Figura 3a). Através da origem
das amostras e da analise com CopyKat, foi possivel identificar inicialmente a malignidade das
celulas (Figura 3b). Além disso, também classificamos células epiteliais de pré-lesdo (descritas
como HSIL). Podemos perceber que os clusters 1, 4, 10, 11, 12, 13, 15, 16
e 17 estdo presentes na proporcao de células epiteliais ndo-malignas (Normal); 0s 2, 3,5, 8, 9
e 18 encontram-se em pré-lesdo (HSIL) e O, 6, 7, 9 e 14 estdo localizados na proporcao de
epiteliais malignas (Tumor). Os resultados da porcéo de células em cada grupo pela anélise de
numero de clpias CopyKat estdo inseridos na Tabela Suplementar 1.
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Figura 3: () UMAP plot de células epiteliais em 19 clusters. (b) UMAP plot de células epiteliais
classificadas em ndo-malignas (Normal), malignas (Tumor) e pré-lesdo (HSIL).

Identificacdo de pequenas moléculas como alvo terapéutico através de assinaturas de

expressao génica de CC

Apds a obtencdo da lista de DEGs nos grupos amostrais de tumor e preé-leséo, os genes
que possuem alta expressdo de cada grupo foram submetidos a plataforma L1000FWD, onde
foram encontradas 50 drogas relacionadas as assinaturas de expressdao genética depositadas.
Desse total, separamos os 10 primeiros candidatos de acordo com o score de reversdo de cada
um (-0.08 para tumor e -0.10 para pré-lesdo) (Tabelas 1 e 2; Figura Suplementar 2).
Informagdes como mecanismos de acao, linhagem celular e principais marcadores desses alvos

estdo anexados no material suplementar (Tabelas Suplementares 1 e 2).
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Tabela 2. Descricdo das 10 primeiras drogas candidatas no grupo Tumor, de acordo com score de

reversao.

Signature Identity

Drug

Similarity
Scores

p-value

g-value

Z-score

Combined Score

CPCO13_HT29_6
H:BRD-K2468147
3-004-01-4:10

CPCO016_HT29 6
H:BRD-A7652857
7-065-01-2:10

CPC019_HT29 6
H:BRD-K6787007
0-001-01-4:10

CPC018_HT29 6
H:BRD-K4965762
8-001-02-3:10

CPC014_VCAP_2
4H:BRD-A110075
41-003-01-9:10

CPC004_HAILE_6
H:BRD-K 9849005
0-001-01-8:10

CPC020_MCF7_6
H:BRD-A4984818
6-003-01-2:10

CPCO006_SW948_6

H:BRD-A1507908 phorbol-12-myristate-13

4-001-02-9:10

CPC004_HCC515
_24H:BRD-K0310
9492-001-01-4:10

CPC012_A375_6H
:BRD-K42308740-
001-01-5:10

YM-155

vincristine

SA-247615

tyrphostin-AG-18

BClI-hydrochloride

amsacrine

BRD-A49848186

-acetate

NSC-663284

ST-056792

-0.076276665

-0.075630252

-0.07498384

-0.073691015

-0.073691015

-0.07239819

-0.071751778

-0.070458953

-0.06981254

-0.069166128

1.38E-31

7.77E-37

1.02E-34

1.04E-37

4.27E-33

2.69E-31

1.34E-31

1.74E-29

9.88E-29

2.96E-28

1.97E-31

1.66E-32

1.09E-30

4.45E-33

3.05E-29

1.44E-27

8.22E-28

4.98E-26

2.35E-25

6.21E-25

1.73

1.73

1.69

175.00

1.73

1.82

1.67

1.79

1.83

1.76

-60.35

-62.38

-57.39

-64.69

-55.84

-55.71

-51.66

-51.41

-51.37

-48.41
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Tabela 3. Descricdo das 10 primeiras drogas candidatas no grupo HSIL (pré-lesdo), de acordo com

score de reversdo.

Signature
Identity

Drug

Similarity
Scores

p-value

g-value

Z-score

Combined
Score

CPC004 PC3_

6H:BRD-K425

00029-001-01-9
:10

CPCO011_VCA

P_24H:BRD-K

92870997-001-
13-8:10

CPC014_HCC

515_6H:BRD-

K13927029-00
1-01-9:10

CPC018_A375

_6H:BRD-K51

318897-001-07-
0:10

CPC008_A375

_24H:BRD-K1

0361096-001-0
4-6:10

CPC019 _PC3_

24H:BRD-K90

700939-001-01-
5:10

CPC008 PC3_

6H:BRD-K295

06255-019-01-0
:10

CPC009_VCAP

_6H:BRD-K75

477256-001-01-
4:10

MUC.CP004_
MCF7_24H:BR

CGP-57380

pterostilbene

retinol

fenbendazole

BRD-K10361096

BRD-K90700939

BRD-K29506255

BRD-K75477256

rhamnetin

-0.0974

-0.0761

-0.0715

-0.0715

-0.07

-0.0685

-0.067

-0.0654

-0.0654

2.32E-25

2.07E-15

9.62E-15

9.62E-15

1.24E-14

1.71E-12

1.67E-12

7.80E-12

6.04E-12

9.92E-21

3.40E-12

1.18E-11

1.18E-11

1.44E-11

8.61E-10

8.61E-10

2.98E-09

2.42E-09

1.83

171

1.72

1.68

1.8

1.65

1.76

1.72

-44.99

-25.09

-24.16

-23.6

-24.98

-19.38

-20.75

-19.14

-17.92
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D-K37206356-
001-02-1:0.370
4

CPC011_VCAP
_24H:BRD-KO
8547377-311-1

1-2:10

irinotecan

-0.0654

2.11E-11

6.94E-09

17

-18.19

Desses grupos de 10 possiveis alvos terapéuticos obtidos, optamos por filtrar apenas 3

drogas que influenciam importantes vias e processos relacionados a infeccdo viral por HPV e

desenvolvimento do cancer e que ainda ndo foram definidos ou abundantemente estudados

como tratamento para CC ou pré-lesdo cervical com influéncia dos HPVs 16/18. Para as

amostras de tumor, as drogas que se destacaram foram SA-247615, tirfostina-AG-18 e

amsacrina. No grupo de pré-lesdo, os alvos definidos foram pterostilbeno, retinol e BRD-

K90700939.
A fim de analisar e comparar as vias e ontologias presentes em mais de um composto,

realizamos um heatmap com os cinco primeiros termos enriquecidos dos bancos de dados
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) para vias e GO: BIOLOGICAL PROCESS

para ontologia para cada umas das trés drogas separadas em cada grupo (Figura 4).
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Figura 4: Heatmap dos termos enriquecidos de KEGG e GO: Biological Process dos grupos tumor e
pré-lesdo determinados através da plataforma EnrichR. As cinco principais classificagdes foram
definidas através de p-value ajustado significativo (<0.05) para cada droga. O agrupamento das linhas
e colunas foi realizado por meio da distancia euclidiana dos valores de log2 combined score. (a)
Heatmap representativo do grupo Tumor com as drogas amsacrina, SA-247615 e tirfostina-AG-18. (b)
Heatmap representativo do grupo HSIL com as drogas pterostilbeno, retinol e BRD-K90700939.

Em relacdo as ontologias do grupo Tumor, a droga amsacrina apresentou maior
enriquecimento em processos associados a infeccdo viral, como “Resposta de Defesa ao Virus”,
“Regulagdo Negativa do Processo Viral” e “Regulagdo Negativa ¢ Positiva da Replicagdo do
Genoma Viral”, enquanto a SA-247615 e tirfostina-AG-18 apresentaram termos relacionados
a epiderme como “Desenvolvimento da Epiderme e Diferenciagdo de Células Epidérmica”,
“Diferenciacdo de Queratinocitos” e “Regulagdo da Proliferacdo Populacional Celular”. Sobre
as vias enriquecidas, a amsacrina apresentou termos importantesno desenvolvimento do cancer,
como “Via de Sinalizacdo TNF” e “Via de Sinalizacdo NF-kappa B” e algumas vias virais,
destacando a “Papilomavirus Humano” para nosso trabalho. SA-247615 e tirfostina-AG-18
demonstraram pouco enriquecimento em vias, sendo “Sinalizagdo de Estrogeno e ErbB”,
“Ferroptose” e “Estresse de Cisalhamento de Fluidos e Arerosclerosa” como mais significativos

no grupo Tumor.

Quando observamos a ontologia do grupo HSIL, os componentes pterostilbeno, retinol
e BRD-K90700939 tiveram apenas o termo “Regulacdo Negativa da Proliferacdo Populacional
Celular’ em comum entre os trés. Outros termos em comum aparecem em BRD-K90700939
com o termo “Regulacdo da Migracdo Celular” entre retinol e “Regulacdo da Proliferacao
Populacional Celular” entre pterostilbeno. O medicamento pterostilbeno possui maior
enriquecimento em processos importantes do ciclo celular, como “Processo Metabolico e
Reparo do DNA”, “Replicacdo de DNA modelada por DNA”, “Transi¢do de fase do ciclo
celular mitético” e “Reparo de quebra de fita dupla por meio de replicagdo induzida por
quebra”. Enquanto isso, o retinol apresentou resultados em processos relacionadas a migragao
celular, como “Regulagdo da Migracdo Celular e da Angiogénese”, “Regulacdo Positiva da
Angiogénese” e outros tal como “Via de Sinalizacdo Mediada por Integrina” e “Resposta ao
fon Zinco”. No caso da BRD-K90700939 houve enriquecimento em termos como
“Sinalizagdo Mediada por Lipidios de Inositol”, “Regulacdo Negativa da Transcricdo Modelada
por DNA” e “Diferenciacdo de Células Epiteliais”. Nos resultados em
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relagdo as vias do KEGG, nenhuma caracteristica significativa em comum foi encontrada
enriquecida entre as drogas, sendo assim cada uma destacou diferentes vias relacionadas ao
cancer. No caso da pterostilbeno as principais vias foram “Replicacido de DNA”, “Ciclo
Celular” e “Via de Sinalizagdo p53”, condizentes com os resultados do GO: BiologicalProcess
citados acima. Para retinol, os resultados aparentes sdo “Absor¢do Mineral”, “Via de
Sinalizacdo PI3K-Akt”, “Adesdo Focal”, “Proteoglicanos no Cancer” e “Interagio ECM-
receptor” e para BRD-K90700939, os Unicos termos significativos no enriquecimento foram
“Cancer de Prostata”, “Metabolismo de Glicina, Serina e Treonina” e “Metabolismo da Cisteina

e Metionina”.

Discussao

Sabe-se que mesmo com 0s métodos de prevencdo como vacinacao e cobertura de
triagem, os nimeros de casos de CC continuam sendo alarmantes, estabelecendo-se entre 0s
tipos mais comuns de cancer e tomando parte como um problema de satde publica (WHO,
2023). Alem das estratégias de combate ao HPV e CC, também é importante levar em
consideracdo os tratamentos definidos para pacientes ja afetados pelo desenvolvimento desse
cancer, pois muitas vezes os individuos podem apresentar complicacdes relacionadas asdrogas
utilizadas, como resisténcia ou alteracdo na qualidade de vida por conta de efeitos colaterais do
tratamento (BHATTACHARJEE et al., 2022b).

No nosso estudo conseguimos identificar grupos de células presentes nas amostras
selecionadas de tecido normal, pré-lesdo e de CC. Com isso, foi possivel identificar a presenca
de grandes agrupamentos de células inflamatorias, principalmente células T, macrofagos e NK,
predominantemente em pacientes dos grupos N_HPV e CA_HPV. Estes resultados corroboram
com a literatura, pois estas células apresentam papel importante na depuracdo viral, eliminacao
de células infectadas e possiveis desenvolvimentos da carcinogénese associada ao HPV
(NTULI et al., 2022). Devido a histologia do colo de Gtero, composta por epitélio escamoso e
estroma, também notamos porgdes significativas de fibroblastos e células epiteliais em
pacientes dos grupos N_HPV, HSIL_HPV e CA_HPV.Isto também coincide com a literatura,
pois estudos concretos relataram que na maioria dos canceres as alteracdes pré-cancerosas
comecam no epitélio escamoso, sendo altamente usadaspara caracterizar o CC (KHAN et al.,
2023).

Entre as drogas alvos de CC HPV positivo encontradas no nosso trabalho, as que mais

obtiveram destaque em relagdo aos termos enriquecidos foram a amsacrina e a tirfostina
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AG-18. A amsacrina (m-AMSA), tem como principal alvo a enzima DNA topoisomerase I,
atuando na instabilidade dessa enzima e na inducdo da quebra na fita dupla do DNA
(BAGULEY et al., 2021). Apos diversos estudos, a amsacrina demonstrou-se eficaz no
tratamento da leucemia aguda e do linfoma de Hodgkin e ndo-Hodgkin, porém seu efeito em
tumores sélidos continua sendo um desafio para os pesquisadores (RUPAR et al., 2020).
Estudos de fase 11 foram realizados para melhor compreenséo da atividade deste composto em
carcinoma de ovario, mama e urotélio, principalmente combinado a cisplatina, porém os
resultados demonstraram eficicia parcial, possibilitando novas oportunidades de pesquisa
(DOMBERNOWSKY et al., 1982; HILGERS et al., 1983; CHANG et al., 1988; POPOV et
al., 2001). Quando focamos na virologia, podemos encontrar estudos sobre a eficacia da
amsacrina com atividade inibitoria de virus como hepatite B, febre suina africana e SARS-Cov-
2, porém nenhuma evidéncia da relacdo da amsacrina com o HPV encontra-se estabelecida na
literatura (CIVITICO et al., 1990; COELHO et al., 2016; CHEN et al., 2021). Dito isso, 0
nosso estudo apresenta resultados inéditos de que a amsacrina pode estar associada a processos
de resposta de defesa e interferéncia na replicacdo do virus HPV, além de participar em vias de
sinalizacdo TNF e NF-kappa B, elementos importantes no desenvolvimento da carcinogénese,
tornando-se uma possivel candidata para tratamento personalizado de pacientes com CC HPV
positivo. Assim, 0 nosso trabalho estabelece oportunidade para outros estudos testarem o fator
de reversdo dessa droga, e apresenta possiveis genes biomarcadores que possam estar
envolvidos nos processos anteriormente citados.

A tirfostina-AG18, também chamada de tirfostina-AG23, pertence a classe de inibidores
da fosforilagcdo da tirosina e do fator de crescimento epidérmico (EGF), responsaveis por
bloquear a atividade de proteinas tirosina quinases (PTKs) e receptores de EGF e
consequentemente regular processos como a proliferacdo, diferenciacdo e outras funcdes
envolvidas na sobrevida celular (LEVITZKI; GAZIT, 1995; LEVITZKI, 2002). A acao
antitumoral das tirfostinas foi relatada para varios tipos de cancer como bexiga, renal, prostata
e rabdomiossarcoma, principalmente quando combinada com outras drogas ou compostos
naturais (SION-VARDY et al., 1995; TANG et al., 2018; LASOTA et al., 2021). Bojko et al.
(2015) demonstraram que a tirfostina AG494 combinada com curcumina estimulaa apoptose e
o dano irreversivel ao DNA, além de aumentar o efeito citotoxico em células de glioblastoma.
Além disso, Grunt, em 2003, relatou que retindides sdo capazes de aumentar a atividade

antiproliferativa das tirfostina AG1517, intensificando o processo de inibi¢do do
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crescimento de células tumorais do cancer de ovério. N&o foram encontrados muitos resultados
sobre a tirfostina-AG18 e cancer, principalmente em relacdo ao CC, porém, vistoos estudos
do grupo das tirfostina em combate a outros tipos de cancer e os resultados de enriquecimento
em processos de desenvolvimento epidermal, queratindcito e na regulacdo da proliferacdo de
celulas, este pode se tornar um possivel alvo potencial a ser estudo para o tratamento
personalizado de pacientes com CC HPV positivo.

Em relacdo aos compostos identificados no grupo de pré-lesdo em tecidos cervicais com
infeccdo por HPV, os principais alvos sdo o pterostilbeno e retinol, importantes moléculas
presentes em métodos de prevencdo de diversos fatores como diabetes e envelhecimento da
pele, respectivamente (ZHAO et al., 2021; QUAN, 2023).

O pterostilbeno (PS), também denominado como 3,5-dimetoxi-4'-hidroxiestilbeno, é
um composto de origem natural analogo ao resveratrol encontrado em Pterocarpus marsupium
Roxb. (Fabaceae) e também em abundéncia em mirtilos e uvas (CHEN, R. J. etal., 2018). O
PS possui diversos mecanismos de combate, como atividades hipolipidémicas, antioxidantes e
antiinflamatdrias, sendo utilizado como prevencdo em diabetes, doencas cardiovasculares e do
sistema nervoso central. Porém, a relevancia na pesquisa sobre PS ganhou conhecimento em
2011 quando pesquisadores descobriram seus efeitos antiproliferativos em menores
concentracdes que o resveratrol (KOSURU et al., 2016). O PS esté associado a alteragdes em
células tumorais, tais como inducao de apoptose, regulacdo da proliferacdo, inibicdo de invaséo,
metastases e angiogénese, entre outros, ganhando destaque no combate de varios tipos de cancer
e reafirmando seu potencial como composto antitumoral(MA et al., 2019). No CC, Baguley et
al., 2021 demonstrou a capacidade de contencdo do PS a partir da inducdo da apoptose,
fragmentacdo do DNA e regulacdo negativa das proteinas da via-TOR PI3K/Akt em células
tumorais da linhagem HelLa. Assim, em nosso trabalho, conseguimos identificar o possivel
comportamento do PS em amostras de tecido com pré-lesdo cervical HPV positivo, com
enriquecimento de importantes vias como replicacao e reparacdo do DNA, ciclo celular e vias
de sinalizacdo p53, podendo ser discutido como um potencial alvo para prevencdo do CC em
pacientes diagnosticados com algum tipo de pré-lesdo cervical.

O outro alvo, retinol, ¢ um derivado da vitamina A e pertence ao grupo dos retinoides,
classe que desempenha papel importante em uma gama de processos bioldgicos, como
diferenciacédo, proliferagdo e apoptose celular, além de estar envolvido na diferenciacdo de

varios epitélios (DOLDO et al., 2015). O papel deste composto na oncologia ainda nao foi

40 | Pagina



devidamente estabelecido devido a resultados controversos em relacdo a sua eficacia na
predicdo, no tratamento ou até no desenvolvimento do cancer (CARAZO et al., 2021). Em
sua meta-analise de ensaios clinicos randomizados, Chen, S. et al., 2022 demonstraram que 0s
retindides foram capazes de reduzir a recorréncia tumoral no carcinoma de células renais,
leucemia promielocitica aguda e carcinoma hepatocelular, porém a utilizagdo desse grupo nao
ndo implicou na sobrevivéncia global ou livre em pacientes com cancer ou pré-lesées, nem na
progressao ou desenvolvimento da doenca. Com relacdo ao CC, a vitamina A ndo apresentou
nenhum resultado sélido com cénceres ginecoldgicos. Contudo, outro estudo demonstrou que
a ingestdo de vitamina A pode estar inversamente associada ao risco de CC (ZHU et al., 2022;
ZHANG et al., 2012). Os nossos resultados, em associacdo com esses achados da literatura,
inferem que o retinol pode ter um papel importante na prevencdo do CC, sendo um possivel
alvo de tratamento para pacientes com pré-lesdo cervical. A eficacia do retinol na pré-lesdo com
infeccé@o por HPV, assim como sua influéncia em processos de angiogénese e migracao celular
enriquecidos no nosso estudo, devem ser pesquisados mais profundamente para melhor
compreendimento do composto em questéo.

As outras duas pequenas moléculas encontradas, sendo SA-247615 para tumor eBRD-
K90700939 para pré-lesdo, ainda ndo possuem mecanismos de a¢do descritos por estarem em
processo de investigacdo ou desenvolvimento. Em nosso estudo, a SA-247615 foienriquecida
em termos semelhantes a AG18, como desenvolvimento epidermal e diferenciacdo de
queratindcitos, regulacdo de proliferacdo celular, além do envolvimento em algumas vias como
sinalizacdo de estrogeno e da proteina ErbB, processos importantes no desenvolvimento de
carcinomas, principalmente do CC. A pequena molécula BRD-K90700939 também apresentou
atividade em termos interessantes, especialmente na diferenciacéo epitelial, regulacdo negativa
da proliferacdo celular e no metabolismo de importantes aminocidos como glicina, serina,
treonina, cisteina e metionina. Portanto, mesmo sem a identificacdo exata dos mecanismos de
acdo, podemos sugerir que estas possamatuar como potenciais alvos na terapia de CC HPV
positivo (SA-247615) e na prevencdo do cancer como tratamento para pacientes com pré-lesées

cervicais, também com a presenca do virus HPV (BRD-K90700939).
5. Conclusdes

Em sintese, o estudo identificou a amsacrina e AG-18 como potenciais alvos

terapéuticos para pacientes com CC influenciados pelo virus HPV, além de diferenciar o
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tratamento entre cancer e pré-lesdo cervical, com os compostos naturais retinol e pterostilbeno
como agentes preventivos para pacientes em risco de progressdo da lesdo para uma

carcinogénese cervical viral.
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7. Apéndice: Historico escolar e atividades complementares desenvolvidas
7.1. Histdrico escolar

Aluno: BGA220061 - Laiza Brug iologia Geral e Aplicada - do Académi
FAS = < ey s Carga Sigla SIS
Disciplinas Cursadas no Programa Calendario Conceito Frequéncia Créditos Hocia Programa Situagao
Biologia Celular 1°/2022 J 3 450 BGA Cancelado
Nogdes basicas e aplica¢des da bioinformética 1°/2022 A 100% 3 450 BGA Aprovado
Tépicos Especiais em Biologia Geral e Aplicada 1°/ 2022 A 100% 2 30.0 BGA Aprovado
Anélises Estatistica no R e suas Aplicagdes nas Diversas Areas de Conhecimento 2°/ 2022 B 96,7% 4 60.0 BGA Aprovado
Tépicos Especiais em Biologia Geral e Aplicada: Saude Mental na Pés-Graduag&o: Espago " "
de Reconhecimento e Troca 2°/2022 A 100% 1 150 BGA Aprovado
Topicos Especiais em Biologia Geral € Aplicada: Isdtopos Estaveis 1°/2023 A 933% 4 60.0 BGA Aprovado
6 S| i i f / -
Topicos E_ peciais em Biologia Geral e Aplicada: Plataforma do Curriculo Lattes/CNPq 102023 A 100% 1 150 BGA Aprovado
Atualizagdo
e PR 2 A @ S A Carga Sigla 5 &
Disciplinas Aproveitadas Calendario Conceito Frequéncia Créditos Horara Programa Situagao
2 ook > Cursada em outro programa da UNESP
E / 2 A
Topicos em Biometria: a no Programa R 2/2021 A 100% 2 300 SieRoImente & maticils
Total de Créditos Cumpridos : 17.0 Total de Créditos Matriculados : 0.0

7.2. PAADES na disciplina de Fisica das Radiac¢@es no curso de Fisica Médica

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

G o
u nesp ‘YULIO DE MESQUITA FILHO"

CERTIFICADO

Certificamos que ofa) discente Laiza Brugnerotto, CPF n°® 42544269847, participou
do Programa de Atividades e Aperfeicoamento em Docéncia no Ensino Superior - PAADES, na
disciplina Fisica das Radiacdes de responsabilidade do Departamento de Biofisica e
Farmacologia do Campus de Botucatu, no periodo de 07/08/2023 a 13/12/2023 com a carga
horaria de 48h em atividades de apoio a docéncia e 12h em atividades de docéncia.

/ Maria Valnice Boldn Ceha Maria Giacheti

Pro-reitora de Pos Graduagdo Pro-reitora de Graduacdo
PROPG/UNESP PROGRAD/UNESP
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7.3. Publicacéo de artigo com fator de impacto superior a 3.0

DOI: 10.21873/cgp.20400

CANCER GENOMICS & PROTEOMICS 20: 487-499 (2023)
doi:10.21873/cgp.20400

Identification of Biomarkers Related to the Efficacy
of Radiotherapy in Pancreatic Cancer

GABRIEL HENRIQUE CAXALI!", LAIZA BRUGNEROTTO!*, MIRIAN CAROLINI ESGOTI AAL!,
CAMILA FERREIRA BANNWART CASTRO? and FLAVIA KARINA DELELLA!

IDepartment of Structural and Functional Biology, Institute of Biosciences,
Sdo Paulo State University (UNESP), Botucatu, Brazil;
2Molecular Genetics and Bioinformatics Laboratory - Experimental Research Unit,
School of Medicine, Sao Paulo State University (UNESP), Botucatu, Brazil

Abstract. Background/Aim: Pancreatic cancer (PC) has  progression and other processes that contribute to the
one of the highest mortality rates, with an overall five-year  development of the disease. Conclusion: Radiotherapy
survival rate of only 7%. When diagnosed, PC is limited to  treatment demonstrated greater efficacy when used in
the pancreas in only 20% of patients, whereas in 50% it has  conjunction with other forms of therapy since it decreased
already metastasized. This is due to its late diagnosis, which ~ the expression of essential genes involved in several
makes the treatments used, such as radiotherapy, difficult,  inflammatory pathways linked to tumor progression.

7.4. ParticipacGes em eventos cientificos

e 2 resumos em congressos:
o Mengado Honrosa para o trabalho “Deteccao de potenciais biomarcadores sobre
a eficacia da no cancer de pancreas: analise in silico.” de Brugnerotto, L.; Caxali,
G.H; Aal, M.C.E; Delella, F.K no ENBM.
e 8 participacdes em eventos cientificos:
o 25° Encontro Nacional de Biomedicina (ENBM) (2022);
XX Workshop de Genética (2022)
Brunch da internacionalizacao (2022/2023);
Single-Cell RNA-seq Seminar (2023);
V111 Workshop de Biotecnologia (2023);
Simposio das Ligas (2023)
XI1 Congrebio (2023)

O O O O O O

7.5. Cursos ou Minicursos Assistidos

e Curso de imunologia pelo Centro Educacional Sete de Setembro com carga horéria de
40 horas;

e Minicurso “Protedmica: Metodologias e aplica¢des” no VIII Workshop de
Biotecnologia, carga horéria de 2 horas;
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e Minicurso - Epiinformatics: uso de bioinformatica estrutural para encontrar inibidores
para a maquinaria epigenética no XX Workshop de Genética, com carga horéaria de 3
horas;

e Minicurso “Explorando a Inteligéncia Artificial e Big Data em Biologia
Computacional” no XII Congrebio, com carga horéria de 4 horas.

7.6. Outras atividades

Atuacdo como professora de robdtica para alunos de ensino fundamental pela
“L&L ROBOTICS DESENVOLVIMENTO PROFISSIONAL LTDA ME” em escolas
particulares de Botucatu (Santa Marcelina, La Salle, Estrelinha e Magna), no periodo de
Marc¢o a Dezembro de 2022.

Neste periodo realizei atividades como:

e Planejamento, preparacao e ministracdo de aulas relacionadas a tecnologia e
robotica;

Gestéo de sala de aula;

Organizacao e participacdo em feiras, oficinas e torneios;

Criacdo de robds;

Apoio pedagdgico;

Trabalho com criangas e familiares.
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8. Material Suplementar

Figura Suplementar 1: Grafico de Features com marcacao dos genes candnicos nos clusters para

identificacdo de cada tipo celular.
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A B

Time Scores Time Scores

Tumor HSIL

Figura Suplementar 2: Mapa interativo gerado com a ferramenta L1000FWD, onde cada ponto
representa uma pagina inicial de assinatura. A esquerda das duas imagens contém a informagao sobre
o0 score de similaridade de cada grupo analisado, sendo (a) para Tumor com score de 0.08 a -0.08 e (b)
para HSIL com score de 0.10 a -0.10. Os circulos em azul contidos na imagem representam a localizacdo

das pequenas moléculas com maiores indices de reversao e os circulos em rosa os de similaridade.

Tabela Suplementar 1. Porcdo de aneuploidia e diploidia das células epiteliais pela analise
complementar de nimero de cépias (CopyKat).

Aneuploid Diploidy Undentified Total
Cluster 0 314 149 108 571
Cluster 1 1 537 5 543
Cluster 2 259 67 184 510
Cluster 3 57 89 333 479
Cluster 4 15 327 118 460
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Tabela Suplementar 2. Informacdes adicionais dos dez principais alvos terapéuticos para o grupo
Tumor.

Drug Cell Line Main Targets MOA
YM-155 HT29 BIRC5 survivin inhibitor
vincristine HT29 TUBA4A, TUBB tubulin polymerization inhibitor
SA-247615 HT29 Unknown Unknown

EGFR inhibitor, tyrosine kinase

tyrphostin-AG-18 HT29 EGFR inhibitor

BClI-hydrochloride VCAP Unknown Unknown
amsacrine HALE KCNH2, TOP2A topoisomerase inhibitor

BRD-A49848186 MCF7 Unknown Unknown

phorbol-12-myristate-13-aceta
te SWo48 Unknown Unknown

CDC25A, CDC25B,
NSC-663284 HCC515 CDC25C CDC inhibitor

ST-056792 A375 Unknown Unknown
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Tabela Suplementar 3. Informacdes adicionais dos dez principais alvos terapéuticos para o grupo

HSIL.
Drug Cell Line Main Targets MOA
AURKB, LCK, MKNK1,
CGP-57380 PC3 MKNK2, SGK1 MAP kinase inhibitor

pterostilbene

retinol

fenbendazole

BRD-K10361096

BRD-K90700939

BRD-K29506255

BRD-K75477256

rhamnetin

irinotecan

cyclooxygenase inhibitor,
VCAP PTGS2 PPAR receptor agonist

ALDH1A1, ALDH1A2,
ALDH1A3, DHRS3,
DHRS4, LRAT, NR2C2,
RBP1, RBP3, RDH11,
RDH12, RDH13, RDH14,
RDH5, RDH8, RETSAT,
RHO, RLBP1, RXRA,
HCC515 RXRB, RXRG retinoid receptor ligand

tubulin polymerization

A375 TUBB inhibitor
A375 Unknown Unknown

PC3 Unknown Unknown

PC3 Unknown Unknown
VCAP Unknown Unknown
MCF7 Unknown Unknown
VCAP TOP1, TOPIMT topoisomerase inhibitor
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