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RESUMO

O céancer é considerado um problema de salde publica devido a sua alta taxa de
incidéncia e mortalidade. E uma doenca heterogénea, cuja os tratamentos
convencionais ndo tém uma alta taxa de cura, visto que muitas vezes ocorre a
resisténcia aos farmacos utilizados. Essa resisténcia vem da diversa composi¢cao do
microambiente tumoral, que apresenta componentes celulares, extracelulares e
fisico-quimicos. O microambiente é responsavel pela progressédo tumoral, metastase
e resisténcia, apresentando um papel importante na carcinogénese. Devido a
dificuldade de tratamento, novas estratégias, para modular a expressdo de células
gue sao importantes na carcinogénese, dentre elas o silenciamento génico, estao
sendo pesquisadas para poder contornar esse problema. No geral, o silenciamento
se baseia na diminuicdo da expressao de um gene, que leva a diminuicdo de uma
proteina especifica, como por exemplo, dos receptores que sdo importantes para a
sinalizacdo e adesdo. Desse modo, 0 objetivo desta revisdo € investigar como o
silenciamento dos receptores pode influenciar na modulacdo do microambiente
tumoral e ajudar no tratamento de cancer. Assim, foi feita uma revisao bibliografica
nos bancos de dados PubMed, Embase e Periddico Capes, de acordo como 0s
seguintes critérios: artigos em inglés, entre os anos de 2019 e 2024, depois 0s
artigos foram filtrados seguindo o diagrama de fluxo de Itens de Relatério Preferidos
para Revisdes Sistematica e Meta-andlises (PRISMA). A partir da pesquisa, foi
observado que o silenciamento de receptores pode afetar diferentes mecanismos
gue promovem a carcinogénese, como por exemplo, a angiogénese, a modulacao
da resposta imune e a inflamacdo. Além disso, foi visto que o silenciamento
juntamente com outras terapias, como por exemplo, terapias de células adoptivas e
terapias convencionais, pode melhorar o prognéstico do paciente. Desse modo, 0
silenciamento de receptores, seja de forma isolada ou em conjunto com outras
terapias, se apresenta como uma alternativa para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, ajudando a combater o crescimento tumoral, além de poder
aumentar a eficacia de terapias ja existentes.

Palavras-chave: Imunomodulacdo; RNA de interferéncia; CRISPR; Carcinogénese;
Terapia.
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ABSTRACT

Cancer is considered a global health problem due to its high incidence and mortality
rates. It is a heterogeneous disease whose conventional treatments do not have a
high cure rate, as resistance to the drugs used often occurs. This resistance comes
from the diverse composition of the tumor microenvironment, which has cellular,
extracellular and physicochemical components. The microenvironment is responsible
for tumor progression, metastasis and resistance, and plays an important role in
carcinogenesis. Due to the difficulty of treatment, new strategies to modulate the
expression of cells that are important in carcinogenesis, including gene silencing, are
being researched in order to get around this problem. In general, silencing is based
on decreasing the expression of a gene, which leads to a decrease in a specific
protein, such as receptors that are important for signaling and adhesion. Thus, the
aim of this review is to investigate how receptor silencing can influence the
modulation of the tumor microenvironment and help in the treatment of cancer. Thus,
a bibliographic review was carried out in the PubMed, Embase and Peridédico Capes
databases, according to the following criteria: articles in English, between the years
2019 and 2024, then the articles were filtered following the Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-analyses (PRISMA) flow chart. From the research,
it was observed that receptor silencing can affect different mechanisms that promote
carcinogenesis, such as angiogenesis, modulation of the immune response and
inflammation. In addition, it has been seen that silencing together with other
therapies, such as adoptive cell therapies and conventional therapies, can improve
the patient's prognosis. In this way, receptor silencing, either in isolation or in
conjunction with another therapy, presents itself as an alternative for the development
of new therapeutic strategies, helping to combat tumor growth, as well as being able
to increase the effectiveness of existing therapies.

Key words: Immunomodulation; Interference RNA; CRISPR; Carcinogenesis;
Therapy.
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1 INTRODUCAO

O cancer € uma das principais causas de morte em todo o mundo e, segundo
o Instituto Nacional do Cancer (INCA), representa um problema de saude publica
complexo (Cancer (Brasil), 2011). Apesar dos avangos nos tratamentos, muitos
pacientes ainda enfrentam recidiva tumoral e resisténcia aos medicamentos
convencionais, devido a natureza heterogénea da doenca (Baghy et al., 2023). Essa
heterogeneidade esté intimamente ligada a influéncia do microambiente tumoral, que
desempenha um papel crucial na progresséo e resisténcia do cancer.

O microambiente tumoral (TME) é composto por uma variedade de células,
matriz extracelular e fatores fisico-quimicos (Anderson; Simon, 2020; Wei et al.,
2020). A interagdo entre células tumorais, estromais e células imune leva a
modulacdo do microambiente através de sinais para a formacdo de novos vasos,
crescimento celular e inibicdo da apoptose, além de processo inflamatorios e evaséo
do sistema imune (Babar et al., 2023). Esses fatores afetam significativamente a
eficacia dos tratamentos convencionais, como quimioterapia e radioterapia, e abrem
portas para o desenvolvimento de novos tratamentos, especialmente a imunoterapia,
gue visa modular o microambiente tumoral para superar a resisténcia e melhorar os
resultados terapéuticos (Debela et al., 2021; Xiao; Yu, 2021). Adicionalmente, a
imunoterapia é mais favoravel em comparacdo com as terapias convencionais, pois
as ceélulas tumorais tém uma maior suscetibilidade de adquirir resisténcia a farmacos
através da sua instabilidade genética (Xiao; Yu, 2021).

Nesse ambito, a terapia génica representa uma promissora estratégia
terapéutica, complementando e potencialmente superando as limitacbes das
terapias convencionais (Lam et al., 2015; Liu et al., 2020). O silenciamento génico,
em particular, visa interferir na capacidade das células tumorais de crescer e
sobreviver, além de modular o microambiente tumoral. Adicionalmente, se baseia em
duas abordagens principais: o silenciamento transcricional (TGS) e o silenciamento
pos-transcricional (PTGS). O TGS impede a transcricdo de genes ao bloquear a
regido promotora, resultando em alteracdes epigenéticas, como metilacdo e o
remodelamento da cromatina. Essas alteragcbes podem ser transmitidas para as
células filhas durante a divisdo celular, mas o silenciamento ndo se dissemina por
todo organismo (Ashfaq et al., 2020; Weinberg; Morris, 2016). Por outro lado, o

PTGS ocorre no citoplasma da célula e visa a degradagdo de RNA mensageiro
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(mRNA) especifico, resultando em um silenciamento temporario e ndo hereditério
(El-Sappah et al., 2021). Dessa forma, oferece a vantagem de um controle mais
direcionado da expressao génica (Ashfaq et al., 2020).

O silenciamento de genes que codificam receptores de proliferagdo tumoral
qgue estao relacionados a polarizacédo de células imunes pro-tumorais emerge como
uma estratégia para o tratamento do cancer (Tong et al., 2023). Ao reduzir a
expressdo de receptores que promovem a proliferacdo das células tumorais, é
possivel limitar o crescimento do tumor. Além disso, o silenciamento de genes que
influenciam a polarizacdo de células imunes para um estado pro-tumoral pode
reverter o ambiente imunossupressor, aumentando a capacidade do sistema
imunologico de combater o cancer (Zhang et al., 2023). Esta abordagem nao so
interfere diretamente na capacidade das células tumorais de crescer e sobreviver,
mas também altera o microambiente tumoral, tornando-o menos favoravel ao
desenvolvimento e a resisténcia tumoral (Pernot; Evrard; Khatib, 2022).

Dessa forma, o objetivo desta revisdo € investigar como o silenciamento de
receptores pode influenciar a modulagédo do microambiente tumoral e contribuir para
o tratamento do céancer. Serdo discutidos o0 impacto dos receptores no
microambiente tumoral na modulacdo da resposta imune, nosS processos
inflamatorios e na angiogénese. A revisdo também abordara as aplicacdes clinicas e
terapéuticas do silenciamento desses receptores, além de abordar ensaios clinicos e
pré-clinicos, destacando suas metodologias e resultados, contribuindo assim para a

compreensao e avanco das terapias contra o cancer.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MICROAMBIENTE TUMORAL

O microambiente tumoral € composto por células tumorais e, também, células
estromais como fibroblastos, células imunoldgicas e endoteliais, e componentes nédo
celulares como a matriz extracelular e vesiculas extracelulares (Figura 1) (Dzobo;
Senthebane; Dandara, 2023; Wei et al., 2020). A interacdo desses componentes
com as células tumorais através da liberacdo de fatores de crescimento, citocinas e
guimiocinas, contribuem para a progressao tumoral a partir da formacdo de um

ambiente favoravel para o cancer.

Figura 1. Componentes do microambiente tumoral.

¥ Células Mieldides
Célula Tumoral @ .

.> Célula Tumoral
Células NK @

(Hipoxia)

Células Estromais

Células T

Regulatoria
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Exauridos

— :

Vasos Sanguineos

Fonte: Traduzido e adaptado de Allemailen et al., 2023

2.1.1 Componentes Celulares

Os fibroblastos associados ao cancer (CAFs), além de serem encontrados em
grande quantidade no TME, sdo considerados um dos componentes mais

importantes (Wei et al., 2020). No geral, os CAFs se originam de fibroblastos a partir
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da secrecao de citocinas e fatores de crescimento, mas podem se originar de outras
células como as endoteliais, epiteliais e mesenquimais (Baghy et al., 2023; Mroweh
et al., 2020). Devido a sua heterogeneidade e plasticidade, podem ter tanto um
papel na promoc¢ao do tumor, quanto na sua supressao, sendo que na sua maioria
tém um papel promotor (Baghy et al., 2023; Wei et al., 2020). Eles estimulam a
progresséo tumoral a partir da liberagdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, que vao impactar nos processos de metastase, angiogénese,
modulacdo da matriz extracelular e imunossupressao (Anderson; Simon, 2020; Wei
et al., 2020). Além disso, sua presenca € associada com um pior progndéstico em
varios tipos de canceres, como no cancer colorretal (Anderson; Simon, 2020).

As células endoteliais (ECs) vao formar o endotélio vascular que vai separar o
sangue dos tecidos, além de fornecer nutrientes, oxigénio e carregar células do
sistema imune (Anderson; Simon, 2020). Na hipoxia, as células endoteliais sao
estimuladas a formar novos vasos a partir da secrecao do fator induzido por hipoxia
(HIF) (Dzobo; Senthebane; Dandara, 2023). E a partir da formagdo dos novos vasos
gue as células cancerigenas conseguem atingir outros tecidos, estimulando a
migracao e, consequentemente, a metastase (Dzobo; Senthebane; Dandara, 2023).

Outras células presentes no TME que tém um papel importante na progressao
tumoral sdo as células do sistema imunolégico. Macrofagos associados ao tumor
(TAM) podem ter um papel pro-inflamatério, sendo classificados como macréfagos
M1, ou um papel imunossupressor, os macréfagos M2, sendo esse Ultimo o mais
prevalente (Dzobo; Senthebane; Dandara, 2023). A presenca de macrofagos M2 é
um indicativo de pior prognéstico em tumores soélidos, como cancer de ovario e
gastrico, por exemplo (Wang, Huogang et al., 2021). Esses macrofagos tém um
papel na remodelacdo do tecido, angiogénese, além do seu papel imunossupressor
através da secrecdo de substancias imunossupressoras (Baghy et al., 2023).

Assim como os macrofagos, neutrofilos também, quando associados ao tumor
(TAN) podem ter um papel antitumoral (N1) ou pro-tumoral (N2) (Wu; Saxena; Singh,
2020). Um dos papéis dos neutréfilos é atrair as espécies reativas de oxigénio
(ROS) que vao danificar o tecido, gerando uma inflamacé&o crénica (Xiong; Dong;
Cheng, 2021). Além disso, neutrofilos também secretam citocinas e quimiocinas que
vao ter um fenotipo pro-tumoral, como a secre¢do do fator de crescimento tumoral
(TGF-B), que consegue reeducar as outras células imunes para terem um perfil

pré-tumoral (Wu et al., 2019). Como por exemplo, o TGF-B consegue polarizar os
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macroéfagos para um perfil M2 (Wu et al., 2019).

As células dendriticas (DCs) sao consideradas células apresentadoras de
antigenos (APCs), ou seja, elas vao apresentar os antigenos para as células T,
incluindo os antigenos tumorais (Ma et al., 2013). Elas podem ter dois papéis no
tumor: anti-tumoral e pré-tumoral, dependendo da sinalizacdo do microambiente. Em
condic¢Oes fisiologicas, as DCs séo estimuladas a produzir fatores inflamatérios para
destruir o tumor, porém a liberacdo de mediadores pro-tumorais pode estimular as
DCs a ignorar o tumor e prevenir a resposta imune (Dzobo; Senthebane; Dandara,
2023; Zhao et al., 2021).

Ao interagir com as DCs, as células T vao sofrer o processo de maturacao e
ativacdo, com o objetivo de eliminar as células cancerigenas (Ahmed et al., 2023).
Podem se dividir em duas populagdes, as células TCD4+ que vao regular a resposta
imune, enquanto as células TCD8+ reconhecem e matam as células tumorais (Jin et
al., 2023). Através da secrecao de células imunossupressoras e de citocinas no
TME, as células T podem ter sua funcionalidade afetada (Zhang et al., 2020). Essa
interacdo leva a diferenciacdo das células T para células T exauridas, que
apresentam uma superexpressdo de receptores negativos (Jiang; Li; Zhu, 2015).
Essa exaustdo também leva a diminuicdo da proliferacéo e da producao de citocinas

anti-tumorais, favorecendo a progressao do cancer (Guan et al., 2023).

2.1.2 Componentes Extracelulares

A matriz extracelular € composta por colageno, fibronectina, proteoglicanos e
outras glicoproteinas, e cada um desses componentes se comunicam através de
receptores de adesao (Wei et al., 2020). O seu principal papel é fornecer apoio
estrutural para o tecido e nutrientes para as células ao seu redor, porém, além disso
contribui para a carcinogénese ajudando no seu metabolismo, sobrevivéncia e
invasdo (Ribeiro Franco et al., 2020; Wei et al., 2020). A remodelacdo da sua
estrutura através de mudancas fisico-quimicas afeta varios processos de
sinalizacdes que vao favorecer a carcinogénese (Winkler et al., 2020)

O colageno é o principal constituinte da matriz e, fisiologicamente, tem o papel
no desenvolvimento do tecido, ajudando no suporte estrutural, adesao e migragao
de células (Nallanthighal; Heiserman; Cheon, 2019). Durante o desenvolvimento do

cancer o colageno sofre diversas alteracbes que vao influenciar os outros
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componentes a sua volta (Huang et al., 2021). O principal tipo de coldgeno presente
€ 0 colageno tipo I, estudos mostram um aumento na sua quantidade no processo
carcinogénico, além de ser uma das causas que levam a ineficacia dos
medicamentos (Babar et al., 2023; Xu et al., 2019). Essa ineficacia acontece a partir
da interacdo do colageno com receptores do dominio discoidin (DDR) alterando
diversas vias de sinalizagao (Xu et al., 2019)

Dentre as glicoproteinas, a fibronectina é produzida pelos fibroblastos e
macroéfagos, além das células tumorais (Baghy et al., 2023). Ela tem um papel na
interacdo entre a matriz e as células formando uma rede de fibras que esté
envolvida na diferenciacao celular, migracado e adeséo (Dzobo; Dandara, 2023). Os
proteoglicanos se encontram em diferentes localizagbes da matriz, podem estar
envolvidos em diferentes tipos de processos fisiologicos e patologicos, além de
serem capazes de se ligar a citocinas e fatores de crescimento (Baghy et al., 2023;
Dituri et al., 2022). J4 a laminina € um importante constituinte da membrana basal,
juntamente com o colageno, e participa do processo de vascularizacdo (Huang et al.,
2021).

Além desses componentes, a matriz extracelular € composta por enzimas, as
proteases. Essas enzimas tém um papel importante na migracdo celular e na
invasao, ja que participam da destruicdo da membrana basal e da matriz (Baghy et
al., 2023). Dentre essas enzimas, as metaloproteinases de matriz (MMPs) sao as
mais estudadas, elas participam do processo de remodelacdo da matriz, ajudando
na homeostase (Mustafa; Koran; AlOmair, 2022). A degradacdo da matriz,
juntamente com a exposicdo aos sitios dos receptores, que favorece a interacdo
entre 0s componentes e a matriz, e a liberacdo de moléculas ativas, contribuem para
a metastase (Mustafa; Koran; AlOmair, 2022).

As vesiculas extracelulares ou exossomas sdo importantes na comunicacao
entre as células tumorais e as estromais, visto que carregam informacdes biologicas
no seu interior que participam da iniciacdo e progressao do cancer (Wei et al., 2020).
Dentre as informacdes biolégicas que sdo carregadas no seu interior estao:
proteinas,lipideos, citocinas, fatores de crescimento, micro-RNAs etc (Dzobo;
Senthebane; Dandara, 2023; Wei et al., 2020). E através desses contetidos que
ocorre a angiogénese, metastase e migracdo que estimulam a carcinogénese
(Dzobo; Senthebane; Dandara, 2023).
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2.1.3 Componentes Fisicos-Quimicos

Além dos componentes ja citados, existe também a hipdxia, que acontece por
causa de um rapido crescimento tumoral que ultrapassa o suprimento de oxigénio
disponivel (Emami Nejad et al., 2021). Em resposta a falta de oxigénio, o fator
induzido por hipoxia (HIF) é produzido, e ele estimula a secre¢do de fatores de
crescimento, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de
crescimento endotelial (EGF), além de enzimas necessarias para a glicolise (Emami
Nejad et al., 2021). E através do VEGF que ocorre o estimulo da angiogénese, onde
as ECs sao recrutadas, adquirindo seu fenétipo tumoral (TECs) e levando a
producdo vasos anormais (Li; Zhao; Li, 2021). Além disso, a hipdxia ajuda na
imunotolerancia e na evasao do sistema imune através da perda das suas funcdes e
incapacidade de chegar ao local do tumor (Wang, Bin et al., 2021). Por exemplo, a
hipoxia consegue promover a morte das células T, além de diminuir a sua
diferenciacdo e proliferacdo das mesmas e das DCs através da liberacdo de
citocinas como a IL-6 (Chen et al., 2022).

Devido a baixa taxa de oxigénio, os tumores trocam a fosforilacdo oxidativa
pela glicdlise, consequentemente, levando a producdo de metabdlitos acidos e
diminuindo o pH (Li; Zhao; Li, 2021). A mudanca no pH no microambiente, também
tem impacto nas células do sistema imune. Estudos mostram que um pH acido
consegue suprimir as células T efetoras, além de diminuir a producdo de citocinas
(Hosonuma; Yoshimura, 2023). J4 nos macréfagos, a acidez promove a polarizacéo

para macrofagos M2 tanto in vitro quanto in vivo (Hosonuma; Yoshimura, 2023).

2.2 RECEPTORES DO MICROAMBIENTE TUMORAL

2.2.1 Principais Receptores do Microambiente Tumoral e Seus Papéis



20

Tabela 1: Principais Receptores do Microambiente e Seus Papéis

Receptores Papel no Microambiente Referéncias
Receptor VEGFR-1 Participa da (Mabeta;
Tirosina hematopoiese, Ativagao Steenkamp,
Quinase das MMPs e Migragéo de 2022)

(RTK) células
VEGFR-2 Participa da (Mabeta;
vasculogénese e Steenkamp,
Angiogénese 2022)
VEGFR-3 Participa da (Kannan;
linfangiogénese Rutkowski,
2024)
EGFR Tem diversos papéis, (Liu, Lihui et al.,
atu_andAo na prollferggao, 2021)
angiogénese e metastase

Receptores Receptor de Tem papel na (Bennett; Fox;

Acopla}dos a Quimiocinas qU|m|qtaX|a, aI(::m de agir Signoret, 2011)

Proteina G na inflamacéao e na
(GPCRs) homeostase
Integrinas Importante na adeséo (Longmate;

celular e na sinalizacéo . .
entre as células e a ECM DiPersio, 2017)
Receptor Receptor Toll-like Ativacado daresposta (Chen; Zhang;
reconheceNdor (TLR) imune Fu, 2022)
de padréo
(PPR)

Fonte: Autora (2024)

Os receptores de tirosina quinase (RTK) sédo importantes para a traducao de

sinais de varios processos, como 0 crescimento celular, por exemplo (Du; Lovly,

2018). A expressao aumentada dos RTKs, como por exemplo, o receptor do fator de

crescimento endotelial vascular (VEGFR) e o receptor do fator de crescimento

epidérmico (EGFR), estdo presentes em diferentes tipos de canceres (Butti et al.,

2018). De modo geral, a sua estrutura apresenta um dominio extracelular, um

dominio transmembrana e outro intracelular, sendo seguido pelo dominio da tirosina

guinase e uma cauda terminal (A. Karpov et al., 2015). A ligacao do receptor como

0 seu ligante na regido extracelular, promove o aumento da atividade do receptor

tirosina quinase e a auto fosforilagdo do residuo da tirosina, ativando uma cascata
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de sinalizac&o (Butti et al., 2018; Maruyama, 2014). No cancer, os RTKs tem uma
ativacdo aberrante, seja pela sua super expressdo, mutacdo, translocacéo
cromossomal ou ativagdo autocrina (Du; Lovly, 2018).

O VEGFR é um dos receptores mais estudado, e juntamente com o seu
ligante VEGF tem um papel importante no processo angiogénico e,
consequentemente, na vascularizacdo tumoral (Tabela 1) (Shibuya, 2011). Esse
receptor pode ser diferenciado em VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3, sendo o
VEGFR-1 essencial para a hematopoese, ativacdo das MMPs e migracdo das
células imunoldgicas para o microambiente tumoral, ja 0 VEGFR-2 tem um papel na
vasculogénese e angiogénese, enquanto o VEGFR-3 estd associado,
principalmente, com a linfangiogénese (Kannan; Rutkowski, 2024; Mabeta;
Steenkamp, 2022).

O EGFR, também é um receptor importante para a sinalizacéo celular e a sua
super expressao ou mutacao contribui para a carcinogénese (Tabela 1) (Liu, Lihui et
al.,, 2021). A sua superexpressdo pode levar a ativacdo de diversas vias de
sinalizacdo, que vao favorecer a proliferacao celular, metastase e angiogénese (Liu,
Lihui et al., 2021). A mutacdo desse receptor esta associada com um aumento do
perfil imunossupressor do TME, através do aumento do receptor de morte celular
programada (PD-1), um regulador negativo das células T (Madeddu et al., 2022).

Receptores acoplados a proteina G (GPCR) séo receptores que participam
dos processos de comunicacdo com moléculas extracelulares e transducdo de
sinais, além de outros processos fisioldgicos e patologicos (Tabela 1) (Nishiwada et
al.,, 2023). Além disso, sdo alvos de mediadores inflamatérios, promovendo a
conexao entre a inflamacéo crénica e o cancer (Mollica Poeta et al., 2019). Esse tipo
de receptor esta envolvido com processos de regulacao celular para o crescimento
tumoral, e estudos mostram que ele se encontra altamente expresso em diferentes
tipos de tumores (Lappano; Maggiolini, 2012). A sua estrutura apresenta um dominio
extracelular, uma regido transmembrana com 7 loops, uma regido intracelular e uma
cauda terminal (Yu et al., 2018). A ativacao deste receptor pode acontecer por meio
de vérios ligantes, como quimiocinas, neurotransmissores, horménios e peptideos
(Dorsam; Gutkind, 2007).

Fazem parte da familia dos GPCRs, o0s receptores de quimiocinas, por
exemplo. Esses receptores possuem varias funcdes biologicas, podendo ser

classificados como receptores constitutivos ou inflamatérios, dependendo do seu
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papel, seja na inflamacdo ou homeostase (Bennett; Fox; Signoret, 2011). As
guimiocinas sao conhecidas pelo seu papel na quimiotaxia, ou seja, por estimular a
migracdo de células (Hughes; Nibbs, 2018). A ligagdo das quimiocinas e seus
receptores estdo envolvidos em Varios processos cancerigenos, como, por exemplo,
a angiogénese, metastase, proliferacéo e recrutamento de leucécitos (Mollica Poeta
et al., 2019).

Além desses receptores, existem os receptores de adesao, mais conhecidos
como integrinas, que estdo altamente expressas na matriz (Longmate; DiPersio,
2017). Esses receptores medeiam a comunicagdo entre células tumorais e estromais
entre os outros componentes do microambiente através da sinalizacdo intracelular e
extracelular (Tabela 1) (Baghy et al., 2023; Longmate; DiPersio, 2017). A sua
principal fungcdo €& aderir as células a matriz, favorecendo a invasao e a
sobrevivéncia, além disso esta envolvida no processo de resisténcia a terapias (Li et
al., 2021; Longmate; DiPersio, 2017). As integrinas tém a sua expressao modulada
em diversos tipos de canceres, favorecendo diversos processos relacionados ao
cancer (Liu, Fangfang et al., 2023).

Existem também, receptores reconhecedores de padrdoes (PPR), como por
exemplo, os receptores Toll-like (TLR). Esses receptores estdo, principalmente,
envolvidos na ativagcdo da resposta imune inata, através da ativacdo das APCs
(Tabela 1) (Chen; Zhang; Fu, 2022). Essa ativacdo também estimula a secrecéo de
mediadores inflamatorios, como as citocinas, que vao interagir com as células T para
modular uma resposta adaptativa, gerando imunidade (Chen; Zhang; Fu, 2022).
Esse receptor estd envolvido tanto nos processos pro-tumorais, como na
angiogénese, metastase e evasdo do sistema imune, quanto noS processos

anti-tumorais, através da inducdo da apoptose, por exemplo (Mokhtari et al., 2021).

2.3 ESTRATEGIAS DE SILENCIAMENTO

O silenciamento por meio do RNA de interferéncia (RNAI) € considerado um
silenciamento pos-transcricional, ja que sua técnica se baseia na degradacdo do
RNAmM (Mroweh et al., 2020). Os principais tipos de RNAI abordados nos resultados
sdo: o small interfering RNA (siRNA) e o short hairpin RNA (shRNA), ambas tém o
mesmo mecanismo de silenciamento, porém o que as diferencia € a origem. O

siRNA tem origem enddgena, a partir de um loci genémico, e o shRNA é originado a
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partir de sequéncias produzidas de RNA na célula a partir de um vetor de DNA,
como lentevirus, adenovirus e plasmideos (Mroweh et al., 2020). O shRNA, para ser
gerado, precisa ser inserido no nucleo para sofrer o processo de transcricdo, para
depois ser transportado para o citoplasma através da Exportina-5, jA o siRNA age
diretamente no citoplasma (Mroweh et al., 2020). No citoplasma, para ocorrer o
silenciamento de uma sequéncia especifica do RNAm, o RNAi (SiRNA/shRNA)
precisa sofrer um processo de quebra pela enzima DICER para depois se ligar a um
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), onde a fita guia vai se ligar a
regido complementar do RNAm através do RISC, levando a degradacdo do RNAm
(Figura 2) (Bobbin; Rossi, 2016).

Figura 2. Esquema do Silenciamento do shRNA e siRNA

OVetor
\

NN ZN TN NS N/

Transcricao
Nucleo

~" shRNA
\, SiRNA /

! Exportina-5

k‘ ‘JF“xA.'l = = \

HRNA.

\ ShRNA
/o e ) “ %

‘.~-\._'/‘I‘/‘/I 2 \ 1 - :
( RISC ™ /

SIRNA/shRNA

~ RNAmM Ei Degradagao

Fonte: Autora (2024)



24

Além do RNAI, outra técnica que pode ser utilizada para o silenciamento € o
Conjunto de Repeticbes Palindromicas Regularmente Espacadas (CRISPR). O
CRISPR se originou através da descoberta de pequenas sequéncias repetidas e
espacadas de DNA no genoma de procariotos, onde foi visto, que esse sistema,
conseguiu proteger os procariotos de virus e bacteriéfagos (Mengstie; Wondimu,
2021; Zhang et al., 2021). Existem diferentes tipos de sistema CRISPR/Cas, dentre
eles, 0 mais estudado é o sistema CRISPR-Cas9. Esse sistema, além de apresentar
a Cas9, tem um RNA guia (sgRNA), que pode ser editada para ter como alvo
diferentes sequéncias (Fernandes et al.,, 2021). De modo geral, a ativacdo da
proteina Cas9 faz com que a mesma se ligue a sequéncia alvo para que ocorra a
guebra do DNA (Figura 3) (Hillary; Ceasar, 2023).

Figura 3: Esquema da delecdo de gene a partir do CRISPR-Cas9
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Fonte: Autora (2024)

Varios receptores estdo presentes no microambiente tumoral e estédo
envolvidos em diversos processos que favorecem a progressao tumoral, como por
exemplo a angiogénese, modulacédo da resposta imune, inflamacéo e resisténcia a
farmacos (Tabela 1). Desse modo, a modulacdo da expressdo dos receptores,
através das estratégias de silenciamento, no microambiente tumoral, pode

apresentar uma estratégia terapéutica inovadora para canceres.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial do silenciamento de receptores para modular o

microambiente tumoral e destaca-las como uma possiveis estratégias terapéuticas.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o impacto do silenciamento de receptores no microambiente tumoral
focando nos processos inflamatérios, resposta imune e angiogénese.

o Discutir as aplicacbes terapéuticas do silenciamento de receptores,
destacando suas aplicacfes em diferentes tipos de cancer.

¢ Analisar as estratégias de silenciamento génico utilizadas e seu impacto no
microambiente tumoral.

¢ Revisar e sintetizar o0s resultados de ensaios clinicos e pré-clinicos

relevantes, descrevendo suas metodologias e resultados obtidos.
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4 METODOLOGIA

Foi realizada uma pesquisa bibliografica e transversal por meio de
publicagBes de artigos cientificos obtidos em meios eletrénicos nas bases de dados:
PubMed, Embase e Periddico Capes. As palavras-chaves utilizadas foram: “tumor
microenvironment”, “silencing” e “therapy”. Os artigos identificados foram importados
para a biblioteca do Zotero e os artigos elegiveis foram filtrados seguindo o
diagrama de fluxo de ltens de Relatorio Preferidos para RevisGes Sistematicas e

Meta-analise (PRISMA) (Figura 4).

Figura 4: Diagrama de fluxo PRISMA adaptado para a triagem e sele¢éo dos estudos
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Para os critérios de inclusdo foram usados artigos entre os anos de 2019 e
2024, tendo inglés como idioma, que abordassem o uso do silenciamento de
receptores para a modulacdo do microambiente tumoral como uma estratégia
terapéutica e estudos que permitam entender como esses receptores estdo
envolvidos na progressdo tumoral a partir do seu silenciamento. Foram excluidos
artigos duplicados, resumos publicados em eventos cientificos, trabalhos de
conclusdo de curso, artigos de acesso restrito e, por fim, artigos que nao
abordassem o silenciamento dos receptores para a modulagdo do microambiente
tumoral. ApOs a leitura e aplicagdo dos critérios de selecdo e exclusdo, 23 artigos

foram utilizados para esta revisao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IMPACTO DO SILENCIAMENTO DE RECEPTORES NO MICROAMBIENTE TUMORAL

5.1.1 Modulacéo da Resposta Imune

A resposta imune € uma importante defesa natural e pode ser usada como
estratégia terapéutica a partir da inducdo de respostas antitumorais e dentre as
células do sistema imune, sendo uma das células que participam desse processo 0
linfécito T (Waldman; Fritz; Lenardo, 2020). O linfécito T, € um efetor anti-tumoral e,
apresenta varios receptores expressos na sua superficie que ajudam na sua
regulacdo, como por exemplo, o receptor de morte celular programada (PD-1) e o
receptor de adenosina 2 (A2aR), e ambas tém a funcdo principal de suprimir a
resposta da célula T. Essa imunossupressdo normalmente € utilizada para evitar
uma super ativacdo das células T que pode levar a danos no individuo, como por
exemplo, nas doencas auto-imunes (Chen et al., 2023).

O PD-1 € um regulador negativo da resposta imunoldgica e € expresso nas
células do sistema imune, principalmente, nos linfocitos T citotoxicos (TCD8+) e no
microambiente (Wang, Xiaodong et al., 2020; Yi et al.,, 2021). Em condi¢cdes
fisiologicas, PD-1 tem a funcéo de controlar a super ativacao das células T, levando
a protecdo dos tecidos a uma resposta auto-imune e ao controle da hemostasia do
sistema (Sharpe; Pauken, 2018). No contexto tumoral, a sua interacdo com seus
ligantes, como o PD-L1, que é altamente expresso nhas células tumorais, leva a
inibicAo da ativacdo das células T e da producdo das citocinas e, pode,
consequentemente, contribuir para a evasao tumoral (Xie et al., 2021).
Medicamentos que levam a inibicdo do PD-1 a partir de anticorpos ja existem, o
Keytruda e Opdivo, e sdo uma boa estratégia para combater o cancer, como linfoma
de Hodgkin’s e melanoma, apesar de existirem algumas limitagdées como o seu alto
custo e nao funcionalidade em certos tipos de tumores (Zhou et al., 2021).

A adenosina é um importante intermediario na sintese do trifosfato de
adenosina (ATP), é considerada intracelular quando participa dos processos
metabdlicos, como a geracdo de energia, e € considerada extracelular quando age
como um inibidor da resposta imune (Ohta, 2016; Sun; Wang; Hao, 2022). Nos

tumores sao encontradas grandes quantidades de adenosina extracelular, indicando
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gue o tumor se beneficia de um ambiente imunossuprimido (Ohta, 2016). Ela modula
0 crescimento tumoral a partir da interacdo com seus receptores (AlaR, A2AaR,
A2baR e A3aR) (Gessi et al., 2011), Dentre eles, o A2aR, é o que se encontra
altamente expresso nas células T, também participando do processo de
imunossupressdo (Masjedi et al., 2020). Além disso, esta envolvida no processo de
proliferacao celular e angiogénese pela secrecéo de VEGF e da interleucina-8 (IL-8)
(Gessi et al., 2011, Sek et al., 2018).

Outro receptor, que ndo se encontra expresso nos linfocitos, mas sim nas
células de origem mieldide, como DCs e macrofagos e tem um papel importante
como imunossupressor das células dendriticas, € o receptor scavenger A (SRA)
(Qian et al., 2023). Esse receptor pode ser considerado um subtipo do Receptor
Reconhecedor de Padrdo (PPR) e se liga com os ligantes como os Padrbes
Moleculares Associados ao Dano (DAMPs). De modo geral, ele tem um papel na
homeostase, também tem um papel importante na polarizacdo de M2, apesar de néo
ter seu mecanismo esclarecido (Yu et al., 2015).

Desse modo, o silenciamento desses receptores que agem como reguladores
negativos das ceélulas T e das DCs, pode ser uma boa alternativa para a restauracao
das suas funcdes e, consequentemente, o reconhecimento e a destruicdo da célula
tumoral. Além de evitar a progressao tumoral, pode, também, inibir outros

processos, como a angiogénese e o processo inflamatorio.

5.1.2 Inibicdo Da Angiogénese

Vérios fatores pro-angiogénicos sdo liberados pelas células tumorais para
manter a angiogénese e induzir a proliferacdo e metastase (Liu, Zhen-Ling et al.,
2023). E através da formac&o dos novos vasos sanguineos que o tumor tem acesso
a oxigénio e nutrientes que vao ajudar a garantir a sua persisténcia (Lugano;
Ramachandran; Dimberg, 2020). E, também, a partir da parede dos novos vasos
gue o tumor consegue ir do seu local de origem para outro e promover a metastase
(Jiang, Xianjie et al., 2020). Desse modo, percebe-se que a angiogénese é um fator
importante para o cancer, ajudando na proliferagéo tumoral.

O principal receptor envolvido no processo de angiogénese é o VEGFR, e ele
apresenta diferentes tipos, sendo um deles o VEGFR-1. Esse receptor esta

envolvido no processo patolégico da angiogénese e no recrutamento de TAMs, e a
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partir da sua ativacao ele promove a migragao, crescimento, invasao e resisténcia a
farmacos (Atzori et al., 2020). Além disso, o VEGFR-1 esta envolvido em processo
de formacdo de novo de vasos, a vasculogenic mimicry, que € um processo
independente da angiogénese e das células endoteliais, onde vasos sao formados a
partir de células tumorais para promover oxigénio (Atzori et al., 2020; Lim et al.,
2020). Outro receptor, 0 VEGFR-3 esta associado a formacao de vasos linfaticos no
tumor e a sua volta, além de estar superexpresso em diferentes tipos de tumores e
associado a invasao, proliferacéo e resisténcia (Torres-Ruiz et al., 2023). Os vasos
linfaticos participam da propagacao da inflamacao, funcionando como uma rota para
o transporte de citocinas e antigenos, por exemplo (Kannan; Rutkowski, 2024).

Alem do VEGFR, outros receptores podem estar envolvidos no processo da
angiogénese. O receptor Nogo-B (NgBR) também €& conhecido pela sua capacidade
de estimular a angiogénese, sendo expresso em varios tipos de canceres e em
células endoteliais vasculares (Xu et al., 2022). E importante, também, destacar que
esse receptor esta envolvido com o processo de resisténcia de farmacos no
carcinoma hepatocelular e no cancer de mama (Xu et al., 2022).

O receptor sortilina (SORT-1) apresenta um papel na endocitose e na
regulacdo do trafego de proteinas (Charfi et al.,, 2021). Estd envolvido,
principalmente, no sistema nervoso, porém também esta envolvido em processos
patolégicos e em tecidos ndo-neuronais (Gao et al., 2020). Ele também se encontra
superexpresso em canceres, como o de pulméo, mama e tireéide, estando envolvido
em processos como invasao, metastase e na progressao tumoral (Gao et al., 2020).
Além de estar envolvido em todos esses processos, o0 estudo de Charfi et al., 2021 é
um dos primeiros a abordar o seu papel na vasculogenic mimicry.

Outro receptor, porém menos estudado, que esta associado com a
angiogénese € o receptor 1 da efrina tipo A (EphAl). Apesar de pouco estudado,
estudos recentes mostram que a expressdo de EphAl estd positivamente
relacionada com a interleucina-6 (IL-6) e o VEGF (Wang, Yong-Cang et al., 2020). Ja
o0 receptor EphA2, além de estar relacionado com diversos canceres, como ho
cancer de mama e glioblastoma, e processos carcinogénicos, esta relacionado com
a angiogénese (Hattab; Bakhtiar, 2020).

Assim, o silenciamento desses receptores que estdo associados com a
angiogénese, pode diminuir a formacdo de novos vasos sanguineos, sejam eles

gerados por ECs ou pelas proprias células tumorais. E a diminuigdo da formacao
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desses vasos pode auxiliar na diminuicdo da invasdo e metdstase tumoral, bem
como diminuir o fornecimento de mediadores e nutrientes importantes para a

formacé&o tumoral.

5.1.3 Modulagé&o Da Inflamacao

O processo inflamatério apresenta varias células envolvidas que vao regular a
quimiotaxia, migracdo e proliferacdo, e pode ser dividido em dois estagios:
inflamacé&o aguda e cronica (Zhao et al., 2021). A inflamag&o aguda contribui para a
morte das células através da liberacdo de substancias pré-inflamatorias, porém se
essa inflamacgéo persistir e, consequentemente, a liberagcdo dessas substancias,
esses sinais vao levar a formagédo da inflamacéo crbénica (Zhao et al., 2021). A
inflamacédo crbnica leva a ativacdo de oncogenes ou a inativagcdo de genes
supressores, promovendo a proliferacdo e a sobrevivéncia (Wen et al., 2022).

Os receptores Toll-Like (TLR) e os receptores de interleucinas (ILR)
reconhecem patégenos endogenos e exdgenos, sendo responsaveis pela
amplificacdo de sinais que levam a ativacao da resposta adaptativa e inata (Molgora
et al., 2016; Vijay, 2018). Esses receptores estdo presentes nas ceélulas do sistema
imune e, também nas células tumorais, podendo promover ou reduzir o crescimento
tumoral (Briukhovetska et al., 2021; Farooq et al., 2021). Dentre os TLR, um dos
mais estudados é o TLR4, tendo um papel importante no desenvolvimento
neoplasico, apesar de que outros TLRs também estarem envolvidos em diferentes
tipos de canceres (Jiang, N. et al., 2020; Mokhtari et al., 2021). Ele esta envolvido
em VAarios processos, como por exemplo, a angiogénese, maturacdo e ativacao de
células dendriticas e infiltracdo de macrofagos M2 (Li et al., 2017). Ja dentre os
ILRs, o IL-1R8 age como um regulador negativo da familia IL-1R (Mariotti et al.,
2023). Esse receptor também estd expresso nas células natural killers (NK)
regulando a atividade anti-tumoral nos tumores sélidos, assim a sua alta expressao
nessas células leva a uma inibicdo da sua maturacao e ativacao (Campesato et al.,
2017).

Além desses receptores, 0s receptores de quimiocinas, que sdo conhecidas
pelo seu papel de quimioatraentes de linfocitos, também tem um papel importante no
remodelamento da matriz extracelular, angiogénese e metastase tumoral (Stone et

al., 2017). E importante comentar, que um receptor de quimiocina pode ser ativado
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por diferentes ligantes, podendo apresentar fungbes distintas: pro-tumoral ou
antitumoral (Korbecki et al., 2020). Dentre os resultados, foram abordados os
receptores de quimiocinas 1, 4 e 5 (CCR1, CXCR4 e CCR5), e esses se encontram
altamente expressos em diferentes tipos de canceres. Esses receptores quando
ativados por seu ligantes tem um papel na imunidade tumoral, favorecendo o cancer
através de Vvarios processos, como por exemplo, o recrutamento de TAMs e
diferenciamento das células mielédies (Tabela 2) (Ozga; Chow; Luster, 2021; Zilio et
al., 2022).

Tabela 2: Receptores de Citocinas e Suas Fung¢6es Pro-Tumorais

Receptor Ligantes Efeitos Pr6-Tumorais

CXCR4 CXCL12 Recrutamento e
diferenciacao dos TAMs

CCR1 CCL3 Recrutamento e
apreensdo de TAMs

CCR5 CCL3, CCL4, CCL5 Recrutamento de TAMs e
de CCR5+ Treg

Fonte: Adaptado de Ozga; Chow; Luster, 2021

Apesar de serem receptores importantes no processo inflamatoério, eles
também tém acdo em diversos processos que Sao importantes para a
carcinogénese. Desse modo, o silenciamento desses receptores pode interferir no

processo inflamatorio, angiogénese e metastase.

5.2 APLICACOES CLINICAS E TERAPEUTICAS
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Tabela 3: Estudos que abordam as aplicacdes clinicas e terapéuticas do silenciamento de receptores

Receptor Cancer aser Resultados observados no Referéncia
tratado estudo
PD-1 Aumento da eficacia de (Hu et al., 2022;
imunoterapias adoptivas, Xie et al., 2021)
como CAR-T cell e vacinas
de DCs
Leucemia e Diminuigéo do crescimento  (Zhou et al., 2021)
cancer de tumoral
prostata
A2aR Aumento da eficacia das (Masjedi et al.,
vacinas de DCs 2020)
Céancer de Aumento da infiltracdo das (Newton et al.,
cabeca e células T no sitio tumoral 2021)
pescoco
VEGFR-1 Melanoma Reverséo da resisténcia ao  (Atzori et al., 2020)
farmaco BRAFi
VEGFR-3 Cancer de Reversédo da resisténcia ao (Kannan;
mama farmaco Doxorubicin Rutkowski, 2024)
SRA Melanoma Aumento da eficacia de (Qian et al., 2023)
vacinas de DCs
IL-1R8 Melhora nas atividade (Landolina et al.,
anti-tumoral das células NK 2022)
TLR4 Cancer cervical Diminuicéo do processo (Jiang et al., 2020)
carcinogénico
NogoBR Diminuicdo da (Xu et al., 2022)
carcinogénese e reversao
da resisténcia ao farmaco
Paclitaxel
SORT-1 Cancer de Observado a relacao desse (Charfi et al., 2021)
mama triplo receptor com a
negativo e vasculogenic mimicry
cancer do
ovario
EphAl Observado a suarelacdo  (Wang et al., 2022)

com a angiogénese a partir
da secrecéo de VEGF e
IL-6
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CCR1le Observado a suainfluéncia  (Zilio et al., 2022)
CCR5 no processo de
diferenciacdo das células
de origem miel6ide

CXCR4 Céancer Observado suarelagéo (Wu et al., 2022)
esofagico de com a carcinogénese e
células com o HIF
escamosas

Fonte: Autora (2024)

A ativacdo do receptor PD-1 acontece através do ligante PD-L1, gerando
sinais que levam a diminuicdo da resposta imunoldgica contra as células tumorais,
através da inibicdo das células T. Assim, o bloqueio da comunicacdo entre
PD-1/PD-L1 tem se mostrado uma Otima alternativa terapéutica para varios tipos de
canceres (Liu, Jinhua et al., 2021; Zhou et al., 2021). O silenciamento do PD-1, além
de restaurar as funcbes das células T, como a capacidade de destruir o tumor,
permite uma melhora nas migracdo dessas células em direcdo ao tumor (Hu et al.,
2022). Além de conseguir diminuir o crescimento tumoral, o seu silenciamento,
mostra-se uma boa alternativa para aumentar a eficacia de imunoterapias adoptivas,
como por exemplo, terapias que utilizam o receptor quimérico de antigeno (CAR)
(Tabela 3) (Hu et al., 2022; Jiang et al., 2023). A terapia CAR-T cell consiste em
células T que expressam CAR, auxiliando no reconhecimento da célula tumoral (De
Marco; Monzo; Ojala, 2023). Do mesmo modo, o silenciamento de A2aR, também
permitiu a restauracdo das funcdes e da infiltracdo das células T no tumor e a
guimiotaxia, em células com cancer de cabeca e pescoco (Newton et al., 2021) Além
do PD-1, o silenciamento do receptor A2aR, que também tem o papel de
imunossupressor das células T, se mostra eficaz para aumentar a eficacia de
vacinas com células dendriticas (Tabela 3) (Masjedi et al., 2020).

Do mesmo modo em gque houve a restauracdo das funcdes das células T, o
estudo de Landolina et al., 2022 aborda o silenciamento do receptor IL-1R8 para
restaurar a funcionalidade das células NK. Essas células sdo uma parte importante
da imunidade, visto que conseguem reconhecer e eliminar rapidamente as células
tumorais (Zhang; Hu; Shi, 2020). O estudo mostra que o receptor IL-1R8 afeta a
funcionalidade das células NK, assim, o seu silenciamento se mostra uma boa

alternativa para restaurar as func¢des antitumorais das células (Tabela 3). Através do
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silenciamento, foi visto um aumento na capacidade de migracdo, producdo de
citocinas e aumento da atividade citotoxica.

O silenciamento do receptor SRA também consegue melhorar o
funcionamento das DCs ajudando a melhorar a eficacia das vacinas de chaperonas
em pacientes com melanoma (Tabela 3) (Qian et al., 2023). Estudos mostram que as
vacinas de chaperonas séo reconhecidas pelas APCs, principalmente as DCs, entao
o papel inibitério do SRA nas DCs pode dificultar a acado desta vacina nos pacientes.
No estudo de Qian et al., 2023, foi visto que o silenciamento desse receptor através
do shRNA carreado por um adjuvante, a quitosana, consegue aumentar a
capacidade das DCs em capturar a vacina e aumentar a resposta antitumoral.

Outro problema comum na inefichcia das terapias ja existentes para
determinados tipos de canceres, é a resisténcia adquirida. No melanoma, por
exemplo, muitos pacientes ndo obtém os beneficios do farmaco ou acabam
adquirindo a resisténcia ao medicamento, dificultando a reversédo da doenca (Atzori
et al., 2020). O inibidor de BRAF (BRAFi) € um exemplo de medicamento que tem a
sua resposta inativada pela resisténcia adquirida, visto que ela eleva a quantidade
de VEGF-A e VEGF-1, que favorece o crescimento tumoral (Atzori et al., 2020).
Através do silenciamento do VEGFR-1, observou-se um bloqueio desta via de
sinalizacdo, e houve uma menor resisténcia do farmaco as células infectadas com
melanoma, assim, diminuindo o perfil invasivo, indicando a importancia desse
receptor e o seu silenciamento em paciente com melanoma (Tabela 3) (Atzori et al.,
2020). O mesmo efeito foi observado com o VEGFR-3 no cancer de mama, onde a
sua alta expressao foi observada nas células resistentes ao Doxorubicin, além disso,
a alta expressdo desse receptor no cancer de mama favorece 0 processo
carcinogénico (Tabela 3) (Torres-Ruiz et al., 2023). Assim, o VEGFR-3, além de ser
considerado um biomarcador de progndstico para a doenca, pode funcionar como
um alvo a ser silenciado para a criacdo de uma nova estratégia terapéutica
(Torres-Ruiz et al., 2023).

Na maioria dos casos, pacientes com cancer cervical estdo associados ao
Papilomavirus humano (HPV), principalmente o de alto risco, o HPV-HR (Araldi et
al., 2018). Ja existem vacinas para o HPV, porém com carater profilatico, ou seja,
nao apresentam beneficios para pacientes ja infectados com o virus que pode levar
ao cancer. Jiang, N. et al., 2020 estudou o efeito do TLR4 no céncer cervical, a fim

de estabelecer uma terapia para pacientes com esse cancer relacionado ao HPV.
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Em um estudo anterior, foi visto que esse receptor se encontra altamente expresso
no cancer cervical e que ele se encontra envolvido nos processos de proliferagéo e
resisténcia a apoptose, através da liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (Jiang et
al., 2017). A partir disso, foi observado que na baixa expressao do receptor pelo seu
silenciamento houve um menor crescimento tumoral em comparagao in vitro e in
VIVO cOm a sua superexpressdo. Assim, pode-se relacionar a sua expressdo com o
processo carcinogénico no cancer cervical, indicando sua possivel aplicacdo
terapéutica (Tabela 3).

Ainda em relagdo ao cancer cervical, Xu et al., 2022 construiu um sistema
com siRNA e Paclitaxel (PTX), um farmaco anticancer, que tem como alvo células
resistentes para melhorar a sensitividade do tumor em relagdo a quimioterapia. O
receptor alvo dessa estratégia foi o Ng-BR, que esta associado com a
carcinogénese e com a resisténcia tanto no cancer hepatocelular como no cervical.
Esse sistema, denominado de “Matryoshka” é composto de: 1) GE11, um
polipeptideo que tem como alvo EGFR que se encontra altamente presente em
células resistentes, 1) PEG, que serve como uma camada protetora que vai ajudar
na circulacdo sanguinea e proteger o conteudo no seu interior, Ill) outra camada de
PEIl, que ajuda no transporte o0 sSiRNA, aumentando a eficiéncia do seu
silenciamento, V) nanoparticulas organosilicas de mesoporos (MONS) que vai servir
como carreador e que vai proporcionar a liberacdo do farmaco de modo controlado,
e V) polimeros acoplados MONs que véo ajudar na biocompatibilidade. De acordo
com testes e resultados observados, o uso do siRNA que tem como alvo Ng-BR em
conjunto com um farmaco anticancer para reverter a resisténcia, se mostrou uma

boa estratégia (Tabela 3).

5.3 ENSAIOS PRE-CLINICOS E CLINICOS RELEVANTES

A partir do conhecimento de que o PD-1 é um regulador negativo das células
T, Hu et al., 2022 hipotetizou que o silenciamento desse receptor nas células TCD8+
poderia ajudar a aumentar a eficacia das imunoterapias adotivas. Foi determinado
se a perda de PD-1 tem influéncia na populacdo TCD8+ e também da funcéo do
receptor nessas células, assim foi observado que o receptor age como um regulador
negativo das células TCD8+ e que sua perda leva a uma maior atividade dessas

células, bem como a regressdo do tumor. Além disso, também foi avaliada a
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capacidade do PD-1 em regular as quimiocinas e seus receptores nas células T,
levando a alteragdo na quimiotaxia. Para silenciar o gene, a estratégia utilizada foi o
CRISPR-Cas9 guiado por sgRNA-2. Para avaliar o efeito de PD-1 nas CAR-T cells,
foi construida uma CAR-T cell que expressa shRNA para silenciar o PD-1. Onde foi
visto que ocorre uma diminuicdo da expressdo desse receptor, sem alterar a
expressdo da CAR nas células T.

Um estudo semelhante foi feito por Masjedi et al., 2020, onde a vacina de
célula dendritica teve sua eficacia melhorada, a partir do silenciamento do receptor
A2aR. Além disso, nesse estudo foi utilizado nanoparticulas (NPs) de polietileno
glicol quitosana-lactato como um carreador. O silenciamento do receptor foi feito a
partir do siRNA, e para confirmar o aumento da eficacia das vacinas de DCs
experimentos foram realizados com camundongos. Primeiramente, foi observado
gue houve o silenciamento de receptor tanto na terapia combinada, siRNA + NPs +
vacina de DCs, quanto na terapia apenas com apenas siRNA + NPs em comparacgao
com grupo controle e com apenas vacina de DCs. Apos isso, foi observado o
crescimento tumoral e a taxa de sobrevivéncia dos camundongos, onde a terapia
combinada apresentou melhores resultados comparada com a terapia siRNA + NPs
e apenas a vacina de DCs. Os mesmos resultados foram observados quando foi
analisada a diminuicdo da imunossupressdao do microambiente, bem como a
angiogénese e metastase. De modo geral, observou-se que apesar do siRNA ser
uma boa alternativa para silenciamento e para regressao tumoral, terapias
combinadas podem ter um melhor efeito, podendo ser consideradas uma nova
estratégia para combater o cancer.

Wu et al., 2022 buscou analisar o efeito do CXCR4 no céancer esofagico de
células escamosas (ESCC) e, também, avaliar a relacdo desse receptor com o HIF.
Estudos mostram que esse receptor se encontra superexpresso em diversos tipos
de canceres, como o cancer de mama e de gastrico. Nos ensaios in vitro, além de
ser analisada a relacdo do CXCR4 com a invasao e proliferacdo através do seu
silenciamento, foi analisada a sua relacdo com a expressdo do HIF. Foi visto que ha
uma maior expressao do receptor em condicdes de hipodxia, além disso, em culturas
onde havia uma supressdo de HIF, foi visto, também, uma menor expressédo do
receptor. Apesar desse estudo ndo analisar a partir de quais vias ocorre a interagcéao
HIF/CXCR4, foi possivel observar tanto a importancia da condigédo de hipdxia como

a do receptor no processo carcinogénico.
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O estudo da construgdo do sistema “Matryoshka” que carrega no seu interior
um siRNA que tem como alvo o Ng-BR e, também, PTX , tem como objetivo
restaurar a sensibilidade das células resistentes a quimioterapia (Xu et al., 2022).
Esse sistema apresenta varias camadas que devem ser degradadas aos poucos
para depois liberar o seu contelddo gradativamente. Entdo, apos feita a construcéo
do sistema (MONG-PPG) e avaliada a sua degradacao para garantir a liberacado do
contetdo, PTX e o siRNA foram inseridos. Depois foram feitos testes para confirmar
o delivery especifico, 0 escape lisossomal e a liberacdo do siRNA. Além disso, mais
testes in vitro foram realizados para confirmar a sua biosseguranca e efeitos
terapéuticos. Ensaios pré-clinicos foram realizados para confirmar a acumulacdo do
sistema nos sitios tumorais, através da imagem fotoacustica, que permite localizar o
farmaco pelo corpo, além disso, mais ensaios confirmatérios foram realizados
usando imunofluorescéncia. Outros ensaios foram realizados para comparar a
eficacia do PTX, MONG-PPG-PTX e MONG-PPG-PTX/siRNA, onde foi visto que o
grupo que MONG-PPG-PTX/siRNA mostrou melhor resultados que os outros grupos
ao avaliar a reducao do crescimento tumoral e o aumento da taxa de sobrevivéncia
dos camundongos. De modo geral, esse sistema apresentou o6timos resultados
devido a sua estrutura diversa que permite o reconhecimento de células resistentes,
a estabilidade do seu contetdo interno e a liberacdo do mesmo. Nesse estudo,
também é possivel observar uma melhor performance quando se usa terapia

combinada.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados, observou-se que existem diferentes receptores no
microambiente tumoral que podem estar envolvidos nos processos de angiogénese,
metastase, resisténcia e invasdo. Assim, eles se mostram uma parte importante para
0 processo carcinogénico, podendo ser considerados potenciais alvos para as
estratégias terapéuticas, com o objetivo de aumentar a resposta anti-tumoral no
microambiente. Além disso, observou-se que existem diferentes estratégias para o
silenciamento génico e que se mostram eficazes em diminuir a expressdo dos
receptores. Também, foi visto que o silenciamento é eficaz de maneira isolada,
porém o uso de carreadores e de terapias combinadas podem ajudar ainda mais no
seu potencial. Desse modo, a partir dessa revisdo pode-se afirmar que o
silenciamento de receptores pode ser uma estratégia para modular o microambiente

tumoral, gerando uma resposta anti-tumoral.
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