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Abstract

Human papillomaviruses are viruses capable of infecting skin
and mucous membranes, of these, 12 are highly likely to induce cancer,
and the other types can induce genital warts. Due to the large number
of cases, cervical cancer associated with papilomarivus is considered the
fourth disease that leads to death among women. Studies show that
HPVs 16 and, often, 18, present great risks of progression to cervical
carcinogenesis. The study of epigenetics as a means to prevent viral
transcription and replication becomes a plausible alternative, due to its
characteristics that differentiate it from genetics, since epigenetics goes
beyond the study of heredity. This review provides a summary of the
epigenetic mechanisms in cells infected with the HPV 16 virus and how
the reversible nature of epigenetic changes can be used as an epigenetic
therapy for cervical cancer.

Keywords: DNA methylation; Cervical neoplasia; HPV1G6;
Papillomavirus.
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Resumo

Os Papilomavirus humanos sdo virus capazes de infectar as peles e
mucosas, destes, 12 tem alta probabilidade de induzir o cancer, e os
outros tipos podem induzir a verrugas genitais. Por conta do grande
niimero de casos, o cancer de colo uterino associado ao papilomavirus é
considerado a quarta doenga que leva a 6bito entre mulheres. Estudos
mostram que os HPVs 16 e, frequentemente, o 18, apresentam grandes
riscos de progressdo para a carcinogénese cervical. O estudo da
epigenética como meio para prevenir a transcri¢do e replicacdo viral se
torna uma alternativa plausivel, por suas caracteristicas que a
diferenciam da genética, visto que a epigenética vai além do estudo da
hereditariedade. Esta revisdo apresenta um resumo sobre os
mecanismos epigenéticos ocorrentes em células infectadas pelo virus
HPV 16 e sobre como a reversibilidade das modificagoes epigenéticas
pode ser uma alternativa de terapia para o cincer cervical.

Palavras-Chave: Metilacdo do DNA; Neoplasia cervical; HPV 16;
Papilomavirus.

1 INTRODUCAO

Os Papilomavirus humano sio capazes de infectar a pele e mucosas,
cuja diversidade é representada por mais de 200 tipos de HPV, 40
podem infectar a area anogenital, sendo 12 deles de alto risco por
apresentarem um grande potencial carcinogénico (FLORIN et al, 2002;
STERLING, 2004; LETO et al, 2011).

O HPV 16 e 18 estdo envolvidos em cerca de 70% dos canceres
de colo de utero em todo o mundo (BUCK et al, 2008). O agente
patogénico é responsavel por 6% de todas as neoplasias entre mulheres,
com cerca de 500 mil novos casos diagnosticado a cada ano e
aproximadamente 291 milhées de mulheres no mundo sédo portadoras
do virus, porém, apenas em 32% sdo encontrados os tipos 16 e 18 ou
ambos, que sdo os gendtipos de alto risco mais comuns (PARKIM, 2001,
INCA, 2020).

A cada ano séo estimados 570 mil novos casos no mundo e 311
mil se ddo em O6bitos, sendo assim, a quarta doenc¢a que leva ao ébito
entre mulheres (INCA, 2020). Um dos principais fatores que levam ao
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desenvolvimento do cancer uterino é a infec¢ao papilomavirus humano
por meio do contato pele a pele, através da vagina, anus ou sexo oral,
ou mesmo apenas em contato com os 6rgéos genitais de um parceiro
infectado, podendo infectar a pele e as mucosas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

As caracteristicas do colo do utero e do corpo do Utero sio de
grande importancia para a detec¢do desse tipo de cancer. Segundo o
INCOLO (2009), na maioria dos casos, o cancer de colo do tutero
apresentara uma lesio denominada lesdo precursora do colo do tGtero
(LP) antes de se tornar uma doen¢a maligna, podendo ser encontrada
através de exames preventivos regulares do colo do utero.

O cancer é um processo no qual erros genéticos e epigenéticos
se acumulam e transformam células normais em células tumorais
invasivas ou metastaticas (RODENHISER, 2006). Os eventos
epigenéticos apresentam um importante papel para o desenvolvimento
normal do DNA e sdo cruciais para estabelecer a programacéao correta
da expressdo dos genes. Erros nessa etapa, podem levar a uma
expressao aberrante de genes e a uma perda de check-points anticancer
(ROTHHAMMERR et al., 2007).

No que diz respeito a infeccio pelo HPV, pode-se dizer que a
célula infectada por esse virus apresenta-se em um forte estado de
instabilidade gendémica, tanto por muta¢bes comuns em tumores
humanos, como no gene TP53, quanto por mecanismos epigenéticos,
como a segregac¢io nuclear da proteina ou formacao de complexos virais
(oncoproteina E6 do HPV). A Epigenética é definida como alteracgoes
na funcéo do gene, porém, tal alteracdo ndo modifica a sequéncia de
bases nucleotidicas nas moléculas de DNA (EGGER et al, 2004).
Existem algumas diferencas entre a epigenética e os mecanismos
genéticos convencionais: reversibilidade, efeitos de localizagao e
capacidade de agir a distancia inesperadas superiores a um Unico gene
(FEINBERG, 2001).

Sabe-se que 0os mecanismos carcinogénicos do cancer cervical estdo
cada vez mais evidentes, porém os mecanismos epigenéticos nio estio
bem esclarecidos. Dessa forma, tendo em vista a importancia de tais
mecanismos no desenvolvimento do cancer, bem como o diagndstico e
prognostico, este trabalho tem como objetivo revisar a literatura sobre
os mecanismos de regulacio epigenética associados a carcinogénese
cervical induzida pelo HPV16, bem como mostrar a natureza reversivel
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das modificagbes epigenéticas pode ser utilizada como terapia
epigenética para o cancer cervical.

2 METODOLOGIA

O presente estudo consiste em uma revisdo narrativa da literatura,
sobre os mecanismos epigenéticos relacionadosao HPV 16 e o cancer de
colo de utero, realizada a partir de artigos indexados nas bases de
dados: Pubmed (National Library of Medicine and National Institutes
of Heath), Science Direct, Scielo, Medline e Periédicos CAPES. A
pesquisa foi realizada a partir dos descritores: metilacdo do DNA,
neoplasia cervical e HPV 16. As descrigoes em inglés para o estudo
foram: DNA methylation, cervical cancer, HPV 16, epigenetic
mechanisms, histone modification.

As buscas foram realizadas com base nos dados publicados nos
ultimos 20 anos (2000 a 2020).

3 VIRUS DO PAPILOMA E GENOMA

Os genotipos do papiloma humano foram categorizados em géneros
filogenéticos como Alpha, Beta, Gamma, Mu e Nu (DOORBAR et al.,
2012). O género Alpha agrupa 14 espécies de HPV, sendo o alpha-9 ao
HPV 16 e demais (ALMEIDA et al., 2016).

Os tipos de HPV séo classificados entre virus de alto ou baixo
risco oncogénico, de acordo com a propensio das células infectadas a
transformacaoneoplasica (DE VILLIERS et al., 2004). Os tipos de alto
risco do género Alpha séo transmitidos sexualmente, sendo o tipo 16 o
mais comum, encontrados em mulheres com citologia normal aparente,
estando presente em 70% de todos os canceres cervicais (ROSA et al.,
2009).

Os virus alfa de papiloma de alto risco apresentam dois
promotores, promotor tardio (LP ou p670), que regulam a expressio
génica das proteinas tardias L1 e L2; e promotor precoce (PE ou p97)
que controla a expressao génica das proteinas iniciais E1, E2, E4, E5,
E6 e E7. (Figura 1).
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Figura 1. Genoma do HPV 16

ES

L1

Fonte: Riemer et al., 2010. The Journal of biological chemistry.
Representacdo do genoma epissomal do HPV 16

As proteinas virais precoces e tardias exercem funcido diferente na
célula infectada. Naregido E, E1 tem relagdo com areplicagdo viral, E2
com a transcric¢ao e replicaciao, E4 com a maturacao viral e alteracéo da
matriz intracelular. E5, E6 e E7 estdo envolvidos na transformacao
celular. A regido L é formada pelos genes L1 e L2, que codificam as
proteinas do capsideo (Tabela 1).

A regido ndo codificante entre os genes L1 e E6 é denominada
de LCR (Long Control Region) e compreende aproximadamente 10% do
genoma viral. Fatores de transcrigdo virais e celulares se ligam a
sequéncias especificas da LCR regulando a transcrigdo dos genes
precoces (BERNARD, 2005).

Tabela 1. Fung¢des principais dos genes precoces e tardios.

EXPRESSAO GENE FUNCAO
GENICA
TARDIA L1 Pmtefna do capsfdeo principal
L2 Proteina do capsideo menor
E1 Fator de transcrigdo, atividade helicase. Medeia a replicagdo do
DNA epissomal.
E2 Fator de transcri¢do. Regula o nimero de copias virais.
E4 Facilita a liberagao do virus.
E5 Estimula a proliferacdo celular e evita a diferenciacdo. Regula
PRECOCE . =
negativamente a expressiao de MHC classe I.
E6 Desregula o controle do ciclo celular através da degradagio e
inativagao de p53. Induz transformaciao maligna junto com E7.
E7 Mantém as células ativas no ciclo celular por meio da inativagao de
RB. Induz sozinho a transformagio maligna e junto com E6.

Fonte: Adaptado de Riemer et al., 2010. Relagdo dos genes promotores do Papilomavirus

Humano e suas requeridas fungoes.
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O ciclo normal da infeccdo pelo HPV tem consecutivos cinco etapas, a
infecgdo do HPV pela pele ou mucosas, a manutengio do genoma do
estado epissomal do HPV, a fase de proliferacdo, amplificacdo do
genoma e sintese e liberacdo de novas particulas virais (DOORBAR,
2005).

Um grande nimero de lesoes da regido cervical esta associado
a presenca do HPV, desde anormalidades citoldgicas incipientes, até o
cancer cervical. Observa-serelacdo de HPV e cancer de colo do ttero em
cercade 90% a 100% dos casos. A infecc¢ao cervical por alguns tipos de
HPV é um fator importante no aparecimento da neoplasia cervical,
embora outros cofatores atuem para que ocorra o desenvolvimento da
neoplasia. A regulagio epigenética da transcri¢do do HPV é necessaria
paraestabelecer os epissomas, manter e completar o genoma do ciclo de
vida produtivo do HPV (DOORBAR, 2005).

4 MECANISMOS EPIGENETICOS ASSOCIADOS A
CARCINOGENESE MEDIADA PELO HPV 16

4.1.  METILACAO

Foi observado no estudo das modifica¢ées que ocorrem no DNA, que nas
histonas ocorrem modificacées com a chamada metilacdo (OLIVEIRA
et al., 2010). A metilacdo consiste na adi¢do covalente de um radical
metil (CH3) no DNA e é transferido da S-adenosilmetionina para o
carbono 5 da base nitrogenada citosina (5-MeC) que é seguida por uma
base guanina (dinucleotideo CpG). Apéds a adi¢do do radical metil, a
base nitrogenada metilada passa a se chamar 5-metil-citosina. Essa
adicdo é pela acdo de uma familia de enzimas que recebe o nome de
DNA metiltransferase (GEBERT et al., 2009).

Figura 3. Metilacao do DNA

NH2 NH>
CH
— DNMT = 3
o] | o] T!
Citosina 5-Metilcitosina

Fonte: Vieira, 2007. Adi¢do do grupo metil ao carbono 5 do anel de citosina, reagio
mediada pela DNA metiltransferase
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A DNMT1 (DNMT), que pode ser de 3 tipos: DNMT3A e DNMT3B sao
responsaveis por fazer novas metilacoes, enquanto a DNMT1 cuida da
manutencio da metilagdo (LISTER et al., 2009).

DNMT1 é a principal metiltransferase de manutencéo,
restaurando o padrao de metilacdo no DNA recém-replicado (FUKS,
2005) e foi relatado como sendo necessario para a manutencio da
transformacéao celular por fos (ORDWAY et al., 2005).

As mudancas nessas etapas de equilibrio rapido explicam muitas
das caracteristicas previamente descritas da catalise DNMT1 e
especificidade, incluindo reacdes mais rapidas com DNA pré-metilado
versus DNA nio metilado, reacdes mais rapidas com DNA em que a
guanina é substituida por inosina. As interag¢ées do DNMT1 com a
guanina dentro do local de reconhecimento do CpG podem impedir a
liberagao prematura da base de destino e o acesso solvente ao local ativo
que pode levar a desaminag¢do mutagénica (McCABE et al., 2005).

Foi relatado que o DNMT38A é superexpresso em tumores
positivos para o HPV e que a superexpressio do DNMT1 leva a um
aumento da metilacdo geral do DNA e transformacio das células NIH
3 T3 (SARTOR, 2011). Além disso, foi demonstrado um aumento nos
niveis de proteina DNMT1 na NIC de baixo grau e no CEC em
comparacdo com o epitélio normal (SAWADA, 2007). Essas observagdes
posicionaram o DNMT1 como um regulador da progressao do tumor.

4.2. MODIFICACOES DE HISTONAS

Além da metilagdo do DNA, a modifica¢ao de histonas também interfere
na expressio génica, afetando a cromatina. Modificagées pds-
transcricionais tem um papel importante na regulagdo de processos
celulares, manutencao de células tronco, determinacdo e manutencio
do destino celular, controle do ciclo celular e herdabilidade epigenética
de programas transcricionais (SOTO et al., 2017).

Tais mudancas estabelecem cédigos de histonas, que regulam a
expressio génica e afetam o acesso da célula a transcricdo do DNA.
Algumas modificacbes produzem condensacdo da cromatina
(heterocromatina), na qual o DNA e as histonas sdo compactados,
impedindo o acesso aos fatores de transcricdo, enquanto outras
modifica¢bes promovem a expressao génica. (ROACH et al., 2011). A
expressdo anormal de reguladores da cromatina pode afetar o
desenvolvimento de varios tipos de cancer (KOUZARIDES, 2012).
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Modificag¢bes p6s-traducionais distintas nas histonas, ou combinagdes,
caracterizam a cromatina transcricionalmente ativa e silenciosa.
Geralmente, os genes ativos da transcricdo (caracterizados por
promotores com dinucleotideos e nucleossomos de CpG ndo metilados)
séo arranjados de modo que os fatores de transcri¢cio e regulacido sejam
impedidos (SOTO et al., 2017).

As enzimas que modificam histonas e outros componentes da
cromatina sdo proteinas escritas designadas, e essas modifica¢des sdo
reversiveis e sdo removidas por borrachas como HDACs, histona
desmetilases e histona desubiquitinases. As modificacoes s&o
reconhecidas pelas proteinas do leitor, que se ligam as histonas
modificadas e recrutam proteinas adicionais e, finalmente, realizam a
tradugdo funcional da marca epigenética (SOTO et al., 2017).

Figura 1. Principais mecanismos de modificacao das histonas

Fonte: Oliveira, 2005 (modificado). Representagdo dos principais mecanismos de
modificacées de histonas responsaveis pela modulag¢do da expressio génica

Na parte esquerda estd a cromatina condensada, onde o DNA esta
nacessivel para a transcricdo. Para que ocorra a mudanca para
conformacio ativada da cromatina (conforme no lado direito)
modifica¢Ges potencialmente reversiveis de histonas na porcdo N-
terminal sdo necessarias. O mecanismo de acetilagdo é caracterizado
pela transferéncia de grupo acetila do co-fator acetil coenzima A
catalisado pelas HATSs, de modo oposto, a remocio do grupo acetila do
residuo é promovido HDACs. Na metilacdo da histona, o efeito sobre a
conformagio da cromatina depende do residuo de lisina especifico a ser
metilado.
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4.3.  FOSFORILACAO DAS HISTONAS

A fosforilacdo das histonas esta relacionada a condensacao e separacio
dos cromossomos, a transcrigio e reparo do dano ao DNA e a ativagio
da apoptose celular. Portanto, a fosforilagao da histona H3 envolve dois
processos estruturalmente opostos: a ativagido transcricional requer
que as fibras da cromatina se condensem entre as fases, enquanto a

aglutinacdo cromossomica condensa durante a divisdo celular
(MONTANHER et al., 2015).

Figura 5. Fosforilacao de histonas

Nucleossomos
enrolados

Dupla-hélice Nucleossomos

(e Histonas

<—DNA

A B C

- (\r‘"",
Fonte: arquivo.ufv.br/dbg/genetica/capl0. A - Evidenciando a dupla-hélice, composta
apenas de DNA. B — Segmento de DNA com as histonas. Essa jungio é
denominada nucleossomos e se faz importante para a condensagdo do DNA. C —

Sequéncia de DNA mais nucleossomos gerando um alto grau de condensagao.

4.4. ACETILACAO

Acetilacio é o mecanismo que permite a alteracéo das oncoproteinas E6
e E7 do HPV, modificando a competéncia transcricional das células
infectadas, associando-se e/ou modulando a expressio, bem como as
atividades das enzimas modificadoras de histonas e remodeladoras de
cromatina (SOTO et al., 2017).

O grupo acetil na acetilagido da histona é retirado da Acetil-
Coenzima A, e na desacetilagdo da histona o grupo acetil é transferido
paraa Coenzima A. Estudos mostraram um envolvimento da acetilagéo
na formacgio da memoria de longa duracéo e que o uso de inibidores de
HDACSs durante a consolidacao facilita a memoria. (MONTANHER et
al., 2015). As histonas acetiltransferases (HATSs) (também chamadas de
lisina acetiltransferases (KATs)) promovem a acetilacdo das histonas,
enquanto as histonas desacetilases (HDACs) promovem a acetilacio
das histonas (ALLIS et al., 2007; IACOBUZIO-DONAHUE, 2009).
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HAT é um coativador transcricional que nao se liga diretamente ao
DNA, mas se liga a ativadores (como proteinas de bromodominio), que
se ligam a residuos de lisina especificos nas histonas (ABCAM, 2011;
KOUZARIDES, 2007).

A acetilacdo de seus aminoacidos lisina, faz com que a carga
positiva das mesmas seja neutralizada, e ocorra o enfraquecimento da
interacdo da cauda da histona com o DNA local carregado
negativamente, induzindo aberturalocal das estruturas da cromatina.
Destaforma, o DNA local é exposto, aumentando o acesso de fatores de
transcricdo e promovendo aumentos significativos na transcrigio
génica (MONTANHER et al., 2015).

A acetilacdo das histonas afeta a fungdo dos cromossomos
através de dois mecanismos distintos, alterando a carga eletrostatica
das histonas e mudando as suas propriedades estruturais e ligantes do
DNA, ou podem criar, estabilizar, romper ou ocluir dominios de
interagdo na cromatina para proteinas regulatérias, como fatores de
transcri¢do, proteinas envolvidas na condensac¢do da cromatina e
reparo ao DNA. Desta forma, fica evidenciado que alteragdes nas
histonas constituem a principal categoria de controle transcricional
epigenético (FEINBERG; TYCKO, 2004).

Quando a acetilacdo e desacetilacio das histonas estdo
desequilibradas, devido as alteracoes de HAT e HDAC, a expressao
génica desregulada na regido promotora pode estar relacionada ao
cancer e a progressio tumoral. (LEHRMANN et al., 2002).

A influéncia do relaxamento da regulacdo no mecanismo de
acetilacio das histonas pode levar a falta de controle sobre a atividade
transcricional de varios genes na epigenética, desencadeando eventos
que contribuem para a transformacgio maligna. Isso porque, sob a agéo
das histonas acetiladas, a estrutura da cromatina relaxa, promovendo
assim a acessibilidade e o recrutamento de fatores nucleares para o
DNA que afetam a transcrigio, o que é util para determinar a formacao,
invasividade e até mesmo a formacgdo de tumores. Importante. Sua
resposta a quimioterapia (BURDELSKI et al., 2015).

Segundo a estimativa, existem mais de 100 modificagées
epigenéticas que podem afetar a cromatina. Residuos de aminoacidos
formam as “caudas das histonas”, que sdo as regides nas quais ocorrem
muitas modifica¢bes epigenéticas. A acetila¢io das histonas resulta na
descompactacdo da cromatina, o que permite a expressdo génica. As
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enzimas Histonas Desacetilases (HDACs) retiram o radical acetil,
promovendo a compactacgao da cromatina e inibindo a transcric¢ao.

4.5. miRNA

MicroRNA (miRNA) é um pequeno RNA nio codificante que é
conservado ao longo do processo evolutivo. Ele pode regular a expressao
génica poés-transcricional degradando ou inibindo a traducio de
moléculas de RNA mensageiro alvo (mRNA). (COWLAND et al., 2007).
Alguns estudos indicam que um miRNA possa regular 200 RNAs
apresentando funcées totalmente diversas. Desta forma, os miRNAs
constituem uma enorme e complexa rede regulatéria da sinalizagao
celular (VALENCIA-SANCHEZ, 2006).

Eles sdo encontrados nas regides do genoma, intron ou exon do
genoma. Embora as propriedades biologicas dos miRNAs ainda néo
sejam totalmente compreendidas, essas moléculas tém sido associadas
a varios processos biolégicos, como apoptose, proliferacio,
diferenciacio, metastase, etc. (ALMEIDA et al., 2011), e dese mpenham
papéis 1importantes em células de mamiferos. efeito. No
desenvolvimento humano, diferenciacdo celular, homeostase,
adaptacio ao meio ambiente, desenvolvimento corporal e a interacio
entre células hospedeiras e patégenos (HA, 2011).

Como os miRNAs afetam a expressdo génica, esses RNAs
representam moléculas importantes que mantém o equilibrio entre
oncogenes e genes supressores de tumor (DALMAY, 2008). Alguns
miRNAs promovem a proliferacao celular e inibem a apoptose celular,
outros determinam a taxa de sobrevivéncia e redugio da proliferacio
celular (COWLAND et al., 2007). Esses dois tipos sdo designados como
miRNAs cancerigenos (GARTEL, 2008) e miRNA supressor de tumor
(KOZAKI et al., 2008). Dependendo do fundo e do tipo de célula em que
sdo expressos, o mesmo miRNA pode exibir atividade carcinogénica ou
supressora de tumor (SASSEN et al., 2008). Além disso, um tunico
miRNA pode regular varios genes alvo (ZHANG et al., 2007) e controlar
as atividades opostas ao mesmo tempo, como proliferacdo celular e
apoptose (SASSEN et al., 2008).

A infeccdo por HPV influencia a expressio de numerosos
microRNAs celulares que estardo relacionados com a promocio da
patogénese viral. Estudos recentes sugerem os miRNAs como possiveis
marcadores para a ocorréncia e desenvolvimento das neoplasias
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associadas ao HPV. Assim, as diferencas entre o padrao de miRNAs
especificos de tumores pode ser Util para distinguir lesées associadas ao
mesmo virus. Além disso, ensaios in vitro foram realizados para avaliar
alteracoes na expressido de miRNAs promovidas pela presenca das
oncoproteinas do HPV (WALD et al., 2011) examinaram culturas de
células de HPV positivas e verificou que a expressdo do gene E6 do
HPV16 foi suficiente para alterar a expressdo de alguns miRNAs,
indicando assim que o virus esta diretamente relacionado com estas
alteracoes. Estes dados que relacionam oncogenes do HPV e a expressao
dos miRNAs fornecem evidéncias de que essa interacdo poderia
fornecer novas formas de diagndstico, progndstico e tratamento de
neoplasias associadas ao HPV. Foram identificados varios miRNAs com
expressio desregulada em neoplasias malignas associadas a infe¢&o por
HPV, como o miR-15a / miR-16 /, miR-143 / miR-145 e o cluster miR-
106-363. O conhecimento sobre a influéncia dos miRNAS em neoplasias
associadas a infecdo por HPV ainda é limitado. No entanto, coloca-se a
hipétese de as alteracbes na expressdo dos miRNAs da célula
hospedeira, causadas pela presenca do HPV, adicionarem complexidade
a transformacgdo celular induzida pelo virus que podera ser
parcialmente responsavel pelos diferentes comportamentos clinicos das
neoplasias associadas ao HPV (MARTEL et al., 2012).

Até o momento, nenhum miRNAs codificado por HPV foi
descoberto, no entanto, a expressio do miRNA do hospedeiro é alterada
na presenca de HPV no tecido do cancer do colo do tGtero e nas lesoes
precursoras, bem como nas linhas celulares do cancer do colo do ttero
e nos queratindcitos que expressam as oncoproteinas do HPV (SOTO et
al., 2017).

6 GENES E MECANISMOS EPIGENETICOS

6.1 Hipometilacao

A hipometilagdo impede que genesoncogénicos sejam silenciados,
facilitando o desenvolvimento de quadros cancerosos. Esses dados
apontam que a relacdo entre metilacdo e cancer seria causada pela
instabilidade no funcionamento dos mecanismos de silenciamento
genético, o que levaria a desregulacido de genes envolvidos no controle
de fatores relacionados ao desenvolvimento de cancer (VRBA, LUKAS
et al,. 2013).
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Normalmente afeta sequéncias repetitivas e retrotransposons, o que
tem sido correlacionado a instabilidade gendmica, caracteristica
comum em tumores (HINSHELWOOD; CLARK, 2008). A
hipometilagdo é uma progressio de uma doenga pré-maligna para um
tumor maligno totalmente desenvolvido.

Estudos relatam que ilhas CpG sdo metiladas com certa
frequéncia em tecidos somaticos (STRICHMAN-ALMASHANU, 2002)
e que a desmetilagdo pode levar a ativagdo de genes préximos, como
HRAS. Demonstracdes experimentais mostraram que a hipometilacéo
leva a ativagdo de genes importantes para o desenvolvimento de cancer,
como a desmetilagdo do promotor CpG e superexpressio de 14-3-3
sigma, maspin, heparanase e S100A4 em varios tipos de tumores
(SATO et al. 2003; AKIYAMA et al. 2003; OGISHIMA et al. 2005).

6.2 Hipermetilacao

O gene promotor da hipermetilacio é a causa ou consequéncia para o
silenciamento do gene supressor de tumor, mas é ainda um motivo de
controvérsia, no entanto, estes pontos de vista ndo sio mutuamente
exclusivos. Que a metilacdo do DNA é causal foi demonstrado pela
capacidade dos diversos compostos farmacolégicos e técnicas
moleculares para reativar a expressio do gene apds a inibi¢do de
metilacdo de DNA em células de cancer (SZYF, 2004).

Frequentemente, células cancerosas sdo uma hipometilagéo
global do genoma e uma hipermetilacdo de “ilhas CpG”. Estas
alteracoes no padrio de metilacdo do DNA, muito freqiientemente
resultam em um inadequado silenciamento génico, principalmente de
genes supressores tumorais, levando ao desenvolvimento de neoplasias
(MOSS et al., 2007).

Ainda, os padrées de metilagdo do genoma séo alterados como
decorrer da idade. Geralmente ocorre uma hipometilacdo global
concomitante com a hipermetilacdo de algumas ilhas CpG distribuidas
em seqiiéncias repetitivas, bem como em alguns genes
transcricionalmente relevantes (FRAGA et al., 2005).

De outraforma, alguns resultados sugerem que o silenciamento
de genes induzido por hipermetilacio pode ser secundaria a
modificacbes que determinam a expressdo do gene, tais como a
modificacdo da cromatina, assim que a metilacdo ajuda a manter o
estado do gene silenciado (BACHMAN, 2003).
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O silenciamento epigenético causado pela hipermetilagio ocorre tao
frequentemente quanto mutacbes e dele¢bes, que podem levar ao
silenciamento do gene supressor de tumor no cancer. Além disso,
durante o processo de envelhecimento e carcinogénese, observa-se
aumento da metila¢ido de promotores de genes especificos. (GONZALO,
2010).

Pesquisas mostraram que a hipo e a hipermetilacdo do DNA estéo
diretamente relacionadas com o cancer por meio de mecanismos, onde
sdo divididos em quatro, demetilac¢éo global do DNA, hipermetila¢o de
genes supressores tumorais, transicdo de 5-metilcitidina para timina
em células tumorais, e indu¢ao da instabilidade cromosséomica (LU et
al., 2006; MOSS, 2007).

6.3 Regulacao de miRNA

Até o momento, nenhum miRNAs codificado por HPV foi descoberto. No
entanto, a expressio do miRNA do hospedeiro é alterada na presenca
de HPV no tecido do cancer do colo de ttero e nas lesées precursoras,
bem como nas linhas celulares do cancer uterino e nos queratindcitos
que expressam as oncoproteinas do HPV incluindo miR-9, miR-21, miR-
143, miR-203 e miR-372, entre outros, foram implicados em diferentes
aspectos da carcinogénese cervical, com a expressio de alguns
microRNAs aumentados (miR-21, miR-143, miR-9) e outros
diminuiram (miR-34a, miR-203, miR-372) (YAO T; LING Z, 2012).

O microRNA 21 (miR-21) tem sido bastante mencionado em
estudos relacionados a carcinogenese, porém, sua funcio e mecanismo
molecular sobre o cancer cervical, ainda nao foram estudados. Usando
o PCR quantitativo TagMan, pode-se confirmar que o miR-21 é
bastante superexpresso em tecidos escamosos de cancer cervical
humano e linhas celulares. Seu nivel esta correlacionado com a
diferenciagio do tumor e o status nodal pelo ISH, e ele também regula
a proliferacéo, apoptose e migracio de células escaramucas cervicais
positivas do HPV16 (YAO T; LING Z, 2012).

Quaisquer miRNAs que sejam expressos em niveis superiores
ou inferiores em exosois liberados das células expressas HPV16 E6/E7,
comparando com queratinicitos humanos primarios de controle, podem
servir como potenciais biomarcadores para doencas e canceres
associados ao HPV (HONEGGER et al., 2015).
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A analise da expressio de miRNAs expressos no HPV16 E6/E7 HFK,
mostrou que a transferéncia de exosdis para outros tipos de células para
células receptoras foi previamente ligada a efeitos sobre apoptose e
necrose (RIVOLTINI et al., 2016).

7 ABORDAGENS TERAPEUTICAS

A terapia de tratamento do HPV, tem por objetivo a eliminac¢do da
transmissdo das células contaminadas, assim levando ao
desaparecimento das lesdes por conseguinte.

A alteracdo que é apresentada na desregulacio dos genes
supressores e oncogenes relacionados ao HPV16, forma um ambiente
favoravel a proliferacio das células cancerigenas, muitas delas, devidas
a mecanismos epigenéticos que ja foram citados neste trabalho
(metilag¢do, modificagdo de histonas, entre outros). Porém, a vantagem
que as células cancerigenas tem, também pode influenciar para que
sejam 1identificados os alvos terapéuticos para que estes sejam
influenciados a trabalhar de forma a eliminar a patogénese e
progressdo do cancer. Alguns estudos atuais, descrevem drogas que
causam 0s mecanismos epigenéticos na célula cancerigena (ALFARO-
MORA et al., 2019).

Um estudo feito por Song Y. e Zhang C., emprega a Hidralazina
como um vasodilatador periférico e inibidor de metilacdo do DNA, e
observaram uma restauracgio do gene APC em células cervicais Hela e
CasKi (ALFARO-MORA et al., 2019; SONG Y et al,. 2009).

Em 2005, Zambrano e colegas, descobriram através de um
estudo, no qual foi administrado diferentes doses de Hidralazina (de
25 mg / 8 ha 50 mg / 8 h) por um periodo de 10 dias, oito genes
supressores do tumor foram desmetilados e reexpressos em pacientes
com cancer cervical, sem afetar a metilagdo do DNA global (ALFARO-
MORA et al., 2019; ZAMBRANO et al., 2005). E em outro estudo, a
Hidralazina em combinagdo com o Valproato, mostrou que os
transcritos E6 e E7 permanecem inalterados nos tumores primarios de
pacientes com cancer cervical (ALFARO-MORA et al., 2019; DE LA
CRUZ-HERNANDEZ et al., 2007).

Existe outro composto que pode restaurar a expressio de genes
supressores de tumor hipermetilados que é a Trichosantina (TCS).
Onde, a TCS é uma proteina inativadora de ribossomo 237aa e é
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extraida da raiz do medicamento fitoterdpico chinés Trichocanthes
kirilowi. Huang juntamente com seus colegas relataram que o DNMT1
tratou as células de cancer cervical HeLia e CaSki com doses de 20, 40
e 80 ng / ml, respectivamente, durante 48 horas. Apds o tratamento, o
mRNA, os niveis de proteina e a atividade enzimatica diminuiram de
maneira dependente da dose. (HUANG Y et al., 2012).

Apicidina é um inibidor da histona desacetilase, que pode
induzir baixa regulacdo de DNMT1 e aumentar a expressio de
p21WAF1 na linha celular do cancer cervical hela. A regulacio de
DNMT1 mediada por apicidina é alcancada pela sub-acetilacio
significativa de H3 e H4 nos nucleossomos no local de inicio da
transcricdo de DNMT1, a deplecdo dos marcadores de transcricéo do
gene H3K4me3 e os marcadores repressores de H3K9me3 e H3K27me3.
Além disso, o tratamento com apidina resultou em uma redugio na
presenca de Pol Il no local de inicia¢do da transcrig¢éo, e o recrutamento
do repressor sinérgico pRB e HDAC1 e ativadores P / CAF e HAT
dissociaram o promotor DNMT1 do local de consenso E2F neste local.
No entanto, em comparacido com DNMT1, as células HeLa tratadas com
apicidina sozinha nio induziram a apoptose das células Hela, o que
levaria a apoptose, indicando que outros alvos sdo necessarios para
atingir a apidina. (JS et al., 2008).

A quercetina é um flavondide que se encontra em frutas e vegetais
e também tem efeitos epigenéticos. Relataram que a quercetina induz
peroxidagio lipidica reduzida, agregacio plaquetaria, permeabilidade
capilar e letalidade contra células de cancer cervical HeLa (Li et al.,
2016). A quercetina pode inibir a atividade de DNMT1, HDAC, H3K9 e
HMT de uma maneira dependente da dose a 25 e 50 pM. A mesma
concentracao de quercetina, houve uma diminui¢ao na porcentagem de
metilacdo fazendo com que tivesse um aumento de expressio de APC,
CDH1, CDH13, DAPK1, FHTI, GSTP1, MGMT, MLH1, PTEN, RARB,
RASSF1, SOC51, TIMP3 e VHL. A metilagcdo geral do DNA ¢é
dependente da dose. Porém, a quercetinaregula a expressaode varias
enzimas além dos modificadores da cromatina de uma maneira
dependente da dose, como HDAC2, HDAC1, DNMT1, HDAC3, HAT1,
DNMT3B, HDAC7, HDAC6, HDAC11, DNMT3A e HDACS.
(KEDHARI et al., 2019).
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8 CONCLUSAO

A regulag@o epigenética da transcricdo do HPV é necessaria para
estabelecer os epissomas, manter e completar o genoma do ciclo de vida
produtivo do HPV. A complexa interacdo da regulacdo epigenética
positiva e negativa da transcricdo do HPV é inseparavel do estado de
diferenciagio das células infectadas. O genoma viral existe em células
basais indiferenciadas em um estado suprimido epigenético, e o nivel
de expressio do gene é baixo, entdo o epissoma pode se replicar, mas
ird prevenir a ativa¢do imune. A medida que a célula entra no processo
de diferenciacio, a supressio epigenética do genoma viral é aliviada, e
a estrutura da cromatina viral permanece ativa, resultando em um
aumento na expressio de proteinas de replicagdo viral e na ativagio de
promotores tardios e capsideos. Produgéo de proteinas. Este programa
de transcricdo complexo requer multiplos reguladores epigenéticos de
células hospedeiras, que parecem ser interrompidos na carcinogénese
induzida por HPV, proporcionando assim a possibilidade de novas
estratégias terapéuticas para doengas induzidas por HPV.

A identificacdo do HPV em muitas les6es tem possibilitado a analise
de muitos alvos moleculares de atuacdo das oncoproteinas E6 e E7.
Essas proteinas, principalmente aquelas dos subtipos de alto risco,
possuem importantes fun¢cées moduladoras do ciclo celular, bem como
em outros mecanismos associados a patogénese viral. A expresséo dos
oncogenes virais E6 e E7 é consistentemente demonstrada em
linhagens de células de carcinoma cervical.
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