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Resumo

O cancer do colo do utero (CCU) representa uma das neoplasias mais letais entre
mulheres, especialmente em paises em desenvolvimento. Sua principal etiologia esta
associada a infecc¢do persistente por genotipos oncogénicos do papilomavirus humano
(HPV). Agravando esse cenario, a resisténcia a quimiorradioterapia em determinadas
pacientes permanece um desafio clinico significativo. Estudos transcriptdmicos prévios
identificaram a superexpressao dos genes RASSF2 e PNMA3 em pacientes nao
responsivas ao tratamento, levantando a hipotese de que a proteina PNMA3 possa
interferir negativamente na associacdo entre RASSF2 e as quinases MST1/MST?2,
elementos-chave da via apoptdtica Hippo. Diante disso, o presente estudo teve como
objetivo investigar, por meio de abordagens de bioinformatica estrutural, se as proteinas
PNMA3 e RASSF2 interagem entre si, e, em caso afirmativo, identificar o local dessa
interagdo e avaliar seu impacto sobre a via Hippo. Também se explorou o
reposicionamento racional de firmacos como estratégia para modular essa interacao.
Foram obtidos modelos tridimensionais das proteinas PNMA3 e RASSF2, e utilizada uma
biblioteca de farmacos filtrada do banco ChEMBL. Andlises de docking molecular
(proteina—proteina e proteina—farmaco) e simulagdes de dinamica molecular foram
realizadas no software MOE, com analise posterior em R. Os resultados demonstraram
uma interacdo estdvel entre PNMA3 e RASSF2, especialmente no dominio SARAH,
sugerindo possivel interferéncia negativa na sinaliza¢do pro-apoptotica. A triagem virtual
revelou compostos com afinidade diferencial. Entre os candidatos avaliados, Nebivolol
destacou-se por apresentar alta afinidade com PNMA3 (S =-9,42 kcal/mol) e baixa com
RASSF2 (S < -6,5), configurando-se como principal composto com potencial para
modular seletivamente essa interagdo patoldgica. Assim, o reposicionamento racional de
farmacos demonstra-se uma abordagem promissora frente a refratariedade terapéutica

observada no CCU.

Palavras-chave: Cancer de colo do utero; Refratariedade terapéutica; PNMA3; RASSF2;

Via Hippo; Reposicionamento de farmacos.



Abstract

Cervical cancer (CC) remains one of the most lethal malignancies among women,
particularly in low- and middle-income countries. Its primary etiology is associated with
persistent infection by oncogenic human papillomavirus (HPV) genotypes. Worsening
this scenario, chemoradiotherapy resistance in certain patients remains a significant
clinical challenge. Previous transcriptomic studies identified the overexpression of
RASSF2 and PNMA3 genes in non-responsive patients, raising the hypothesis that
PNMA3 might disrupt the association between RASSF2 and MST1/MST?2 kinases, which
are critical components of the Hippo apoptotic pathway. This study aimed to investigate,
through structural bioinformatics approaches, whether PNMA3 and RASSF2 interact,
and if so, to identify the interaction site and assess its impact on Hippo pathway activation.
Rational drug repositioning was also explored as a strategy to modulate or block this
interaction. Three-dimensional models of PNMA3 and RASSF2 were obtained from
public databases, and a drug library was generated through systematic filtering of the
ChEMBL database. Protein—protein and protein—ligand docking analyses, followed by
molecular dynamics simulations, were performed using the MOE software, with
subsequent data processing in R. The results indicated that PNMA3 forms a strong and
stable interaction with RASSF2 at the SARAH domain, potentially impairing apoptotic
signaling. Virtual screening revealed compounds with differential selectivity. Among the
candidates, Nebivolol stood out as the most promising, exhibiting high affinity for
PNMA3 (S =-9.42 kcal/mol) and no significant interaction with RASSF2, supporting its
potential to selectively disrupt this pathological interaction. In this context, rational drug
repositioning emerges as a promising strategy to design alternative therapeutic

approaches to overcome resistance in cervical cancer.

Keywords: cervical cancer; therapeutic resistance; PNMA3; RASSF2; Hippo pathway;

drug repositioning.
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1. Introducao

O cancer do colo uterino (CCU) constitui uma das principais causas de
mortalidade feminina por neoplasia no Brasil e globalmente, apresentando maior impacto
em paises de baixa e média renda, onde barreiras socioecondmicas dificultam o acesso a
estratégias preventivas e ao diagnostico precoce, perpetuando altas taxas de incidéncia e
mortalidade (WHO, 2021; BRASIL, 2022).

A infeccdo persistente por genotipos oncogénicos do papilomavirus humano
(HPV), especialmente os tipos 16 e 18, ¢ o principal fator etioldgico do CCU, atuando
pela integragao do DNA viral ao genoma do hospedeiro e induzindo altera¢des celulares
progressivas que culminam na carcinogénese (DOORBAR et al., 2012).

Apesar dos avancos na vacinacdo e na triagem citologica, o prognostico
permanece desfavoravel em casos diagnosticados em estagios avangados ou em pacientes
que apresentam refratariedade ao tratamento (SANTOS et al., 2023). A abordagem
padrdo para o CCU localmente avangado combina quimioterapia baseada em platina com
radioterapia; contudo, uma parcela expressiva das pacientes desenvolve resisténcia ao
tratamento, evidenciada por recidiva precoce ou progressdo tumoral ao longo da
intervengdo terapéutica (ZHANG et al., 2022).

Os mecanismos moleculares subjacentes a essa refratariedade sdo multifatoriais,
englobando alteracdes epigenéticas, bloqueio das vias apoptdticas e modificacdes do
microambiente tumoral. Destaca-se a evasdo a apoptose como fator critico na resisténcia
terapéutica, o que torna fundamental a identificagdo de biomarcadores e alvos
moleculares capazes de explicar e, eventualmente, reverter esse quadro.

Avancos em sequenciamento de nova geracao e andlise transcriptomica tém
possibilitado a identificagdo de assinaturas génicas associadas a resposta terapéutica.
Estudos transcriptomicos prévios conduzidos pelo grupo revelaram que os genes RASSF2
e PNMA3 encontram-se concomitantemente superexpressos (upregulated) em pacientes
nao respondedoras a quimiorradioterapia (MELO NETO, 2022), sugerindo um possivel
envolvimento conjunto desses genes na resisténcia terapéutica observada.

RASSF2 ¢ um supressor tumoral conhecido, envolvido na via Hippo, em que
promove a ativagdo das quinases MST1 e MST2 por meio do dominio SARAH,
favorecendo a sinalizagdo pro-apoptética (HARVEY; HARIHARAN, 2012). Embora
amplamente estudado em outras neoplasias, seu papel no CCU permanece pouco

explorado, especialmente em termos de modulagdo terapéutica.
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Em contraste, a superexpressao de PNMA3 no CCU constitui um achado atipico
e biologicamente intrigante. Tradicionalmente, PNMA3 ¢ descrita como um antigeno
paraneopldsico com expressdo restrita ao sistema nervoso central, associado a respostas
autoimunes em sindromes neuroldgicas paraneopldsicas e possivelmente a tumores
neuroectodérmicos (Schiiller; Jenne; Voltz, 2005; Wills et al., 2006).

A presenca aberrante dessa proteina no tecido do colo do utero das amostras
analisadas sugere uma desregulacdo transcricional relevante e possivel aquisicdo de
fungdes oncogénicas ainda pouco compreendidas. Com base nesses achados, este estudo
propoe investigar se PNMA3 interage fisicamente com RASSF2, bloqueando sua
associagdo com MST1/MST2 e inibindo a via Hippo, o que poderia contribuir para a
resisténcia terapéutica observada. Nesse cenario, o reposicionamento de firmacos emerge
como uma abordagem promissora para acelerar a descoberta de terapias eficazes contra
o CCU refratario, utilizando compostos ja aprovados e com perfil de seguranca
conhecido, o que reduz custos e tempo de desenvolvimento (ASHBURN; THOR, 2004;
PUSHPAKOM et al., 2019).

A combinagdo de modelagem molecular, triagem virtual e simulagdes
computacionais permite a avaliagdo detalhada das interacdes proteina-ligante e proteina-
proteina, mesmo sem estruturas cristalograficas disponiveis das proteinas em questao,
potencializando a identificagdo de compostos candidatos a intervencao terapéutica.

Este estudo propde um pipeline integrado de bioinformatica estrutural para
investigar, inicialmente, se a superexpressao de PNMA3 em pacientes ndo respondedoras
esta efetivamente impedindo a interacdo entre RASSF2 e as quinases MST1/MST2,
resultando na inativac¢ao da via Hippo e contribuindo para a evasdo da apoptose.

A partir dessa hipotese mecanistica, busca-se, em um segundo momento,
identificar farmacos reposicionados com afinidade seletiva por PNMA3, capazes de
interferir nessa interagdo, restaurando a associagdo funcional entre RASSF2 e
MST1/MST?2 e reativando a sinalizacao pro-apoptoética. Foram utilizados transcriptomas
de pacientes ndo respondedoras provenientes de banco de dados clinicos interno do
Instituto Mario Penna.

As sequéncias proteicas de interesse foram obtidas a partir do banco UniProt,
enquanto os dados dos compostos foram extraidos do banco ChEMBL. Com base nessas
informacdes, as estruturas tridimensionais das proteinas foram modeladas no ambiente
computacional do software Molecular Operating Environment (MOE), utilizando

também sequéncias derivadas das amostras clinicas. A partir dessas estruturas, foram
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conduzidas analises estruturais abrangentes, incluindo acoplamento molecular (docking)
entre proteinas e entre proteinas e ligantes, além de simulag¢des de dinamica molecular.
Os resultados gerados foram posteriormente analisados comparativamente na linguagem
R, a fim de identificar compostos candidatos com maior seletividade e afinidade
diferencial, visando a modulagdo de mecanismos relacionados a quimiorresisténcia no

cancer do colo do utero.

2. Fundamentacio tedrica

2.1 Estrutura Histologica e Transformacdes Celulares do Colo Uterino

O colo uterino corresponde a por¢ao fibromuscular inferior do utero, responsavel
por estabelecer a comunicacdo entre a cavidade uterina e a vagina. Essa estrutura ¢
funcionalmente complexa, atuando simultaneamente como uma via de acesso para o
sémen durante a reproducdo e como uma barreira imunoldgica contra agentes externos

(Nayar e Wilbur, 2015).

Kurman et al. (2019) destacam que, anatomicamente, o colo mede entre 3 a 4 cm
de comprimento e cerca de 2,5 cm de didmetro, sendo dividido em duas regides
histologicamente distintas: a ectocérvice, voltada para a vagina, e a endocérvice, situada

internamente no canal cervical (Figura 1).

A ectocérvice € revestida por epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado,
organizado em camadas bem definidas — basal, parabasal, intermediéria e superficial —
, que conferem resisténcia mecanica e prote¢do contra agressdes externas (Nayar e
Wilbur, 2015). Esse epitélio ¢ adaptado ao ambiente vaginal, caracterizado por pH acido

e rica microbiota, atuando como uma barreira fisica e imunoldgica altamente eficaz.

Por sua vez, a endocérvice € recoberta por epitélio colunar simples, formado por
células mucosas especializadas na secrecdo do muco cervical. A composicdo € a
viscosidade desse muco variam ao longo do ciclo menstrual, desempenhando fungdes
protetoras, como dificultar a ascensdo de patdgenos, e fungdes reprodutivas, como

facilitar o transporte dos espermatozoides durante a ovulagdo (Kurman et al., 2019).
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Figura 1. Anatomia do sistema reprodutor feminino com destaque para as regides do colo

uterino (endocérvice e exocérvice).

Fonte: Adaptado de American Cancer Society (2020).

A transicdo entre esses dois tipos epiteliais ocorre em uma regido denominada
jungdo escamo-colunar (JEC), também conhecida como zona de transformagdo (Reich et
al., 2017) (Figura 2). Essa 4rea apresenta elevada plasticidade celular e sofre alteracdes
fisiologicas ao longo da vida reprodutiva, sobretudo sob a influéncia dos hormonios

sexuais.

Figura 2. Estrutura histologica do colo uterino, destacando a ectocérvice (epitélio

escamoso), a endocérvice (epitélio colunar simples) e a jungdo escamo-colunar (JEC).

Endocérvice

Ectocérvice

Fonte: Adaptado de MD Satide (2024).
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Conforme descrito por Herfs et al. (2012), ap6s a menarca, o aumento dos niveis
de estrogénio estimula a eversdo da mucosa endocervical, expondo o epitélio colunar ao
ambiente acido da vagina. Essa exposi¢cdo induz um processo adaptativo denominado
metaplasia escamosa, no qual células indiferenciadas da JEC diferenciam-se em epitélio

escamoso, mais resistente as condic¢oes locais.

Segundo Doorbar et al. (2012), embora esse processo seja fisioldgico, a regido
metaplasica resultante apresenta alta taxa proliferativa, o que a torna um ponto critico
para a infeccdo persistente pelo papilomavirus humano (HPV) e para o surgimento de
alteracdes precursoras do cancer do colo uterino (CCU). Dessa forma, compreender as
caracteristicas biologicas do HPV torna-se essencial para entender os mecanismos que

levam a transformacgao maligna do epitélio cervical.

2.1.2 Patogénese do Papilomavirus Humano no cincer de colo uterino

O Papilomavirus Humano (HPV) ¢ um virus de DNA de fita dupla, ndo
envelopado, pertencente a familia Papillomaviridae. A infec¢do por HPV constitui a
infeccdo sexualmente transmissivel mais prevalente no mundo, afetando homens e
mulheres em idade reprodutiva, independentemente de classe social ou regido geografica
(Bruni et al., 2021).

Estima-se que cerca de 80% das mulheres adquirirdio HPV em algum momento
da vida, sendo que a maioria das infec¢des ocorrem nos primeiros anos apos o inicio da
vida sexual (Sasagawa; Takagi; Makinoda, 2012).

Mais de 200 gendtipos de HPV j4 foram identificados e classificados com base
em seu potencial oncogénico. Os tipos de baixo risco, como o HPV-6 e o HPV-11, estdao
geralmente associados a lesdes benignas, como verrugas genitais (Figura 3A).

Em contrapartida, os tipos de alto risco oncogénico (HR-HPV), especialmente o
HPV-16 e o HPV-18, sao fortemente implicados na génese de diversos tumores
anogenitais e orofaringeos, incluindo o cancer do colo do utero, do anus, da vulva, da

vagina, do pénis e da orofaringe (de Sanjosé et al., 2018) (Figura 3B).
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Figura 3. Representacao esquematica das infec¢des causadas por cepas de HPV de baixo
risco (HPV-8 e HPV-11) e alto risco oncogénico (HPV-16 e HPV-18) no trato genital

feminino.

A B
HPV 16 and HPV 18
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(A) Infecgo por cepas de HPV de baixo risco (HPV-8 e HPV-11), associadas a verrugas genitais. (B)
Infecgdo por cepas de HPV de alto risco oncogénico (HPV-16 e HPV-18), associadas ao cancer do colo do

utero. Fonte: Adaptado de de Sanjosé et al. (2010).

Apesar dos avangos em programas de rastreamento e vacinagdo, o CCU ainda
representa uma das principais causas de morte por cancer em mulheres, com mais de
300.000 obitos anuais em todo o mundo. As infec¢des persistentes pelos gendtipos de alto
risco do HPV, especialmente o HPV-16 e o HPV-18, sdo responsaveis pela maioria dos
casos de cancer cervical. A integracao do genoma viral ao DNA da célula hospedeira ¢
considerada um evento-chave no processo de transformac¢do oncogénica, contribuindo
para a instabilidade gendmica e para a progressao tumoral (Molina et al., 2024).

Apesar da alta prevaléncia, a maioria das infec¢des sdo assintomadticas,
autolimitadas e eliminadas espontaneamente pelo sistema imunologico em um periodo de
até dois anos. Apenas cerca de 10% das mulheres desenvolvem infecgdes persistentes,
sendo que aproximadamente metade desses casos envolvem tipos de alto risco, com
potencial de transformac¢do maligna apods anos de persisténcia (Zandberg et al., 2012).

A infec¢do persistente € caracterizada pela detecgdao continua do mesmo subtipo
viral ao longo de pelo menos 6 a 12 meses, podendo se estender por décadas em alguns
individuos imunocomprometidos (Rosa et al., 2009). Essa plasticidade celular, aliada a
exposi¢do do epitélio colunar ao ambiente acido vaginal, torna essa regido
particularmente vulneravel a infecg¢do persistente pelo HPV e ao desenvolvimento de

lesdes precursoras do cancer do colo uterino (Doorbar et al., 2012).
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Apos a entrada viral, o HPV pode seguir dois caminhos distintos: (i) infec¢ao
produtiva, caracterizada pela replicagdo viral em células epiteliais em diferenciacdo, com
manuten¢do do genoma viral na forma epissomal; ou (ii) infec¢do transformante, na qual
o DNA viral ¢ integrado ao genoma da célula hospedeira, promovendo instabilidade
genomica e favorecendo a transformacgdo maligna (Snijders et al., 2005). No epitélio
escamoso da ectocérvice, ambos os tipos de infeccdo podem ocorrer, ao passo que o
epitélio colunar da endocérvice, por nao permitir replicagdo produtiva, ¢ mais suscetivel
a infecgdes transformantes, sobretudo durante a metaplasia escamosa (Figura 4).

Durante a infec¢ao produtiva, o DNA viral se distribui entre células-filhas: uma
linhagem segue para as camadas mais superficiais do epitélio, onde ocorre a expressao
dos genes virais tardios (L1 e L2), responsaveis pela formacdo dos capsideos virais; a
outra permanece na camada basal, funcionando como reservatorio do genoma viral
(Stiiberauch; Laimins, 1999).

A ativagdo dos promotores precoces leva a expressao das oncoproteinas E6 e E7,
que desempenham papéis cruciais na desregulacdo do ciclo celular. Essas proteinas
promovem a degradacdo das proteinas supressoras tumorais p53 e pRb, bloqueando os
mecanismos naturais de apoptose e checkpoint do ciclo celular, o que favorece a

imortalizacdo das células infectadas (Moody e Laimins, 2010).
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Figura 4. Etapas da infeccao produtiva por HPV no epitélio cervical. Representacao
esquematica da progressdo da infec¢do produtiva por HPV, com entrada do virus pela

zona de transformagdo (jungdo escamo-colunar).
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As setas indicam a expressdo espacial ¢ funcional dos genes virais ao longo do epitélio: E6 e E7 promovem
a imortalizacdo ¢ proliferacdo celular; E1, E2, E4 e E5 participam da amplificagdo gendmica; L1 e L2 sdo
expressas nas camadas superficiais para montagem e liberagdo dos virions. A organizagdo do epitélio ¢ a

diferenciagéo celular determinam o ciclo viral. Fonte: Adaptado de Doobar et al. (2012).

Esse processo culmina na formacgao de particulas virais completas nas camadas
superiores do epitélio, sendo eliminadas junto com as células descamadas. As células
infectadas com intensa atividade replicativa podem apresentar alteragdes morfologicas
caracteristicas, como a coilocitose — halo perinuclear claro visivel na citologia
oncoldgica (Solomon; Nayar, 2005).

A coilocitose ¢ considerada um marcador citopatologico classico da infec¢ao pelo
HPV, caracterizada pela presenga de células epiteliais escamosas com nucleo
hipercromatico irregular e um halo perinuclear claro (Solomon e Nayar, 2005). Essa
alteracdo morfologica ¢ resultado direto da expressdo das oncoproteinas virais E5 e E6,
que interferem na estrutura do citoesqueleto e na adesdo celular, além de promoverem
alteragdes na regulacao do ciclo celular (Doorbar et al., 2012).

Sua identificacdo por citologia ¢ amplamente utilizada na triagem para lesoes
intraepiteliais, sendo reconhecida como uma das primeiras evidéncias morfoldgicas de
infeccdo produtiva pelo HPV no epitélio cervical. A presenca de coildcitos, especialmente
em contextos de lesdes de baixo grau, ¢ um critério diagndstico essencial em exames de
Papanicolau, servindo como alerta para o monitoramento clinico e, em alguns casos, para

investigagdo histologica mais aprofundada (Solomon et al., 2002; WHO, 2021).
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Embora a infeccdo pelo HPV seja comum e, na maioria das vezes, resolvida
espontaneamente, a persisténcia dos tipos de alto risco representa um fator determinante
para a progressdo para lesdes intraepiteliais de alto grau e, eventualmente, carcinoma
invasivo.

A vacinagao profilatica contra os genotipos mais oncogénicos do HPV tem se
mostrado altamente eficaz na redugdo da incidéncia de lesdes cervicais e cancer em
populagdes imunizadas, sobretudo quando administrada antes do inicio da vida sexual
(Drolet et al., 2015). Contudo, as desigualdades no acesso a vacinagdo e a triagem
citologica persistem, especialmente em paises de baixa e média renda, onde o cancer do
colo uterino permanece como uma das principais causas de morte por cancer entre

mulheres em idade reprodutiva (Bruni et al., 2016).

2.1.3 Cancer de colo uterino

O cancer do colo do utero (CCU) ¢ uma neoplasia maligna que se origina a partir
do epitélio de revestimento da por¢ao inferior do utero, mais especificamente na zona de
transformagdo entre a ectocérvice e a endocérvice. Essa regido apresenta alta atividade
mitotica e ¢ especialmente vulneravel a infec¢do persistente pelo papilomavirus humano
(HPV), particularmente os gendtipos oncogénicos HPV-16 e HPV-18, responsaveis por
cerca de 70% dos casos (Doorbar et al., 2012; Bruni et al., 2016).

Diversos fatores estdo associados ao risco de desenvolvimento do cancer do colo
do tutero, sendo a infec¢ao persistente pelo HPV de alto risco o principal. No entanto, esse
risco pode ser potencializado por varidveis comportamentais, ambientais e bioldgicas,
como o inicio precoce da vida sexual, nimero elevado de parceiros, auséncia de
preservativo, uso prolongado de contraceptivos orais, tabagismo, imunossupressao,
coinfec¢do com outras infecgdes sexualmente transmissiveis (ISTs), historico obstétrico
com multiplas gestacdes e baixa adesdo ao rastreamento preventivo (Mufioz et al., 2002;
WHO, 2022; INCA, 2023).

A transmissdo sexual do HPV ¢ reconhecida como a principal via de infec¢ao,
sendo o comportamento sexual um determinante importante na exposi¢do ao virus. Em
1842, o médico italiano Rigoni-Stern observou menor incidéncia de cancer do colo do
utero entre freiras em comparacdo a mulheres casadas, sendo este um dos primeiros
indicios epidemiologicos a relacionar diretamente a atividade sexual a etiologia da doencga

(Rigoni-Stern, 1842). Décadas depois, a etiologia viral foi comprovada por evidéncias
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moleculares, e o papel do HPV como agente causal foi reconhecido oficialmente com a
concessao do Prémio Nobel de Medicina a Harald zur Hausen, em 2008 (Zur Hausen,
2009; Nobel Prize, 2008).

O desenvolvimento do CCU ¢ um processo multifasico e geralmente lento,
podendo levar anos. Ele se inicia com alteragdes citoldgicas discretas que evoluem
progressivamente para lesdes intraepiteliais de baixo e alto grau e, na auséncia de
tratamento, culminam em carcinoma invasivo (Schiffman et al., 2007). Essa progressao
esta associada a multiplos fatores, incluindo a persisténcia da infecc¢ao viral, o estado
imunologico da paciente, alteragdes epigenéticas e falhas nos mecanismos de reparo do
DNA (Moody e Laimins, 2010).

Em sua forma invasiva, o CCU pode infiltrar tecidos adjacentes, invadir vasos
linfaticos e sanguineos e gerar metastases, especialmente para linfonodos pélvicos e, em
estagios mais avancgados, para 6rgdos distantes (INCA, 2024) (Figura 5). No entanto,
justamente por sua etiologia viral bem estabelecida e por seu carater evolutivo gradual, ¢
considerado uma neoplasia com alto potencial de prevencao secundaria, desde que haja

detecgdo precoce das lesdes precursoras (WHO, 2022).

Figura 5. Patogénese do cancer de colo uterino
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Tomar a vacina contra o HPV antes do inicio da atividade sexual pode proteger contra os principais tipos
de HPV relacionados ao CCU. Embora o virus desapareca naturalmente na maioria das pessoas em 1 ou 2
anos, a infec¢do persistente pode evoluir para o cancer em um periodo de 10 a 15 anos. O rastreamento
cervical permite a detec¢do precoce do HPV. Enquanto o teste de Papanicolau encontra possiveis alteragdes

celulares. Fonte: Traduzido e adaptado de Cancer Institute NSW (2017).
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Estima-se que aproximadamente 99,7% dos casos de CCU estejam relacionados
a infeccao por HPV (WHO, 2023). Ainda que a infec¢do seja altamente prevalente na
populagdo sexualmente ativa, a progressdo para carcinoma invasivo ocorre apenas em
uma pequena fragdo das mulheres expostas, o que depende de fatores imunologicos,
genéticos e ambientais que favorecem a persisténcia viral e a transformagao neoplasica.

As oncoproteinas virais E6 e E7 desempenham papel central nesse processo: elas
promovem a degradagdo das proteinas supressoras tumorais p5S3 e pRb, inibem a
expressao do complexo de histocompatibilidade MHC classe I e desregulam o controle
do ciclo celular, criando um ambiente propicio a instabilidade gendmica e a imortalizagao
celular (Doorbar et al., 2012; Moody e Laimins, 2010).

A oncoproteina viral E6 se associa a proteina ligase E3 ubiquitina-dependente
E6AP, formando um complexo que reconhece e se liga a p53, induzindo sua ubiquitinagdo
e subsequente degradagdo proteassomal. A perda de p53 impede a ativagdo das vias de
parada do ciclo celular e apoptose em resposta a danos genéticos, favorecendo a
sobrevivéncia celular mesmo sob condigdes oncogénicas (Scheffner et al., 1990).

Por outro lado, a E7 se liga diretamente a proteina do retinoblastoma (pRb),
facilitando sua ubiquitinacdo e degradagdo via proteassoma. A auséncia de pRb libera o
fator de transcricdo E2F, que passa a ativar indiscriminadamente genes envolvidos na
progressdao do ciclo celular, contribuindo para a proliferacdo celular descontrolada
(Miinger et al., 2004). Além disso, a fosforilagdo de pRb por complexos CDK/ciclina
pode cooperar com a acdo de E7 ao inativar funcionalmente essa proteina. Esses
mecanismos sinérgicos de inativacdo de p53 e pRb constituem um eixo central de

transformagao maligna nas cé€lulas infectadas pelo HPV oncogénico (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos moleculares de evasao da apoptose mediado pelas oncoproteinas

E6 e E7 do HPV.
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(A) A oncoproteina E6 promove a degradacdo da proteina supressora tumoral p53 por meio da formagao
de um complexo ternario com a proteina associada a E6 (E6AP), que atua como uma ligase E3 de
ubiquitina. Esse complexo leva a ubiquitina¢do de p53, direcionando-a para degradagdo proteassomal, o
que impede a apoptose celular e favorece a sobrevivéncia e proliferag@o celular. (B) A oncoproteina E7 se
liga a proteina do retinoblastoma (pRb), promovendo sua ubiquitinagdo e posterior degradagdo pelo
proteassoma. A perda de pRbD libera o fator de transcrigdo E2F, cuja ativacdo desregulada contribui para a
progressdo descontrolada do ciclo celular. A fosforilagdo de pRb por complexos CDK/ciclina também
favorece a liberag@o de E2F, intensificando o efeito oncogénico. Esses eventos contribuem para a evasdo
da apoptose e a proliferacdo celular desregulada observada no cancer de colo uterino. Fonte: Moody e
Laimins (2010).

Compreender essas alteracdes moleculares ¢ essencial para interpretar a alta
mortalidade associada ao cancer de colo uterino (CCU) em contextos de desigualdade. A
transformagdo celular causada pelo HPV ndo ¢ um evento isolado, mas um processo
silencioso que pode levar anos até ser detectado clinicamente e, quando isso ocorre,

muitas vezes o tumor ja se encontra em estagio avancgado.
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Em 2022, foram registrados cerca de 660 mil novos casos de CCU e mais de 350
mil mortes em todo o mundo (Figura 7). Aproximadamente 94% desses 0bitos ocorreram
em paises de baixa e média renda, onde o acesso a vacinagdo contra o HPV, exames
preventivos e tratamento adequado ¢ limitado (WHO, 2023) (Figura 8). Essa combinagao
de fatores bioldgicos e estruturais explicam por que o CCU permanece uma das principais

causas de morte por cancer entre mulheres em regides vulneraveis.

Figura 7. Taxa de incidéncia do cancer do colo do utero ajustada por idade (ASR), por

100 mil habitantes, em ambos os sexos, no mundo, em 2022.
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Distribui¢do geografica da incidéncia global do cancer do colo do utero, evidenciando taxas mais elevadas
em paises da Africa Subsaariana, América Central e América do Sul. Os dados foram padronizados por
idade segundo a populagdo mundial (ASR — Age-Standardized Rate). Observa-se que regides com menor
cobertura de rastreamento e vacinagdo apresentam maiores taxas de incidéncia. Fonte: International Agency

for Research on Cancer — IARC (2024).
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Figura 8. Taxa de mortalidade por cancer do colo do ttero ajustada por idade (ASR), por

100 mil habitantes, em 2022.
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O mapa ilustra a distribuigdo global da mortalidade por cancer do colo do utero, evidenciando que paises
da Africa Subsaariana e da América Latina apresentam as maiores taxas ajustadas por idade. Os dados
reforcam a desigualdade no acesso a triagem, diagnostico precoce e tratamento adequado, refletindo o
impacto desigual da doenga em contextos de baixa e média renda. Fonte: International Agency for Research

on Cancer — IARC (2024).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2023) estima a ocorréncia de
17.010 novos casos por ano no triénio 2023-2025. As taxas de incidéncia sdo
particularmente elevadas nas regides Norte ¢ Nordeste. Em 2021, a taxa nacional de
mortalidade ajustada foi de 4,51 por 100 mil mulheres, atingindo 9,07 por 100 mil na
Regido Norte, onde o CCU permanece como a principal causa de morte por cancer em

mulheres em idade reprodutiva (Figura 9).
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Figura 9. Taxas de incidéncia e mortalidade por cancer do colo do ttero na América do

Norte, Central e do Sul (por 100 mil mulheres/ano).
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Nota-se que os paises da América Latina apresentam taxas significativamente mais elevadas, destacando-
se Bolivia, Paraguai e Brasil. O grafico também ilustra a propor¢do de mulheres que realizaram
rastreamento de CCU nos ultimos trés anos, evidenciando uma discrepancia importante entre as Américas
do Norte (72%) e do Sul (48%), e o objetivo da OMS de reduzir a taxa global de mortalidade para menos
de 4 casos por 100 mil mulheres até¢ 2030 (Figura 10). Fonte: INCA (2022)

Figura 10. Representacdo espacial das taxas estimadas de incidéncia por neoplasia

maligna do colo do utero, ajustadas por idade segundo a populagdo mundial padrio, por

100 mil mulheres, para cada ano do triénio 2023-2025, segundo Unidade da Federacao.
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Fante: INCA, 2022
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Fonte: INCA (2022).

A doenga tende a se desenvolver de forma lenta e silenciosa ao longo de varios
anos, acometendo preferencialmente mulheres entre 25 e 64 anos. Esse processo de
carcinogénese ocorre por meio de alteracdes morfologicas progressivas no epitélio da
zona de transformacdo do colo uterino, especialmente quando a infec¢ao pelo HPV de
alto risco ¢ persistente. As alteracdes precursoras sdo classificadas histologicamente
como neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC), subdivididas em trés graus: NIC I
(displasia leve), restrita ao terco basal do epitélio e geralmente regressiva; NIC II
(displasia moderada), atingindo até dois tercos da espessura epitelial; e NIC III (displasia
grave ou carcinoma in situ), que acomete praticamente toda a espessura epitelial sem
invasdo estromal (INCA, 2024) (Figura 11). Cortes histologicos demonstrando as

diferencas teciduais podem ser observados na figura 12.

Figura 11. Evolugdo da infec¢ao pelo HPV.

Neoplasin Intraepitelial Cervical
Normal Infecglio por HFV ~ NIC | NIC 2 NIC3  Cincer invasivo

T T
LSIL HSIL

® Nioinfectada
9 DNA extracromossomal, cipressho dos genes tirdios
@ DNA vinlincpado, alta expressio de EGET

Ilustragdo da progressdo morfologica das neoplasias intraepiteliais cervicais até o carcinoma invasivo,

conforme graus de displasia e expressao de marcadores virais. Fonte: Rocha (2018).

Figura 12. Seccdes de lesdes precursoras do Carcinoma de Células Escamosas.

32



(A)Epitélio escamoso normal com Unica camada basal e camadas intermediaria e superficial ricas em
glicogénio. (B) NIC I com desorganizagdo no tergco basal ¢ presenga de coildcitos. (C)NIC II com
desorganizagdo em dois tergos do epitélio e sinais de malignidade. (D) NIC III com atipias nucleares ¢

mitoses andmalas em toda a espessura epitelial. Fonte: http://screening.iarc.fr

Além da classificacao histologica, o Sistema Bethesda ¢ amplamente utilizado na
avaliacdo citopatoldgica de exames Papanicolau, categorizando as lesdes escamosas
como LSIL (Low-grade Squamous Intraepithelial Lesion), correspondente a NIC I; e
HSIL (High-grade Squamous Intraepithelial Lesion), correspondente as NIC II e III.
Outras categorias, como ASC-US (células escamosas atipicas de significado
indeterminado) e ASC-H (atipias com suspeita de lesdo de alto grau), também sdo

utilizadas na pratica clinica (Schiffman et al., 207) (Tabela 1).

Tabela 1. Correlacdo das terminologias utilizadas para lesdes escamosas intraepiteliais e

invasoras do colo uterino.

Terminologia Terminologia Terminologia Terminologia do sistema

da displasia original da NIC modificada da NIC  Bethesda (SIL) (1991)

Normal Normal Normal Dentro de limites de normalidade
Alteragoes celulares benignas
(infeccao ou reparacdo)
ASCUS/AGUS

Atipia Atipia coiloatica, NIC de baixo grau LSIL

condiloma plano, sem
alteracoes epiteliais

Displasia leve ou NIC 1 MNIC de baixo grau LSIL

discariose leve

Displasia moderada NIC 2 NIC de alto grau HSIL

ou discariose moderada

Displasia grave NIC 3 NIC de alto grau HSIL

ou discariose grave

Carcinoma in situ NIC 3 NIC de alto grau HSIL

Carcinoma invasivo Carcinoma invasivo Carcinoma invasivo  Carcinoma invasivo

NIC — Neoplasia intraepitelial cervical

LSIL — Low-grade Squamous Intraepithelial Lesions

HSIL — High-grade Squamous Intraepithelial Lesions

ASC-US — Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance
AGUS — Atypical Glandular Cells of Undetermined Significance
Fonte: IARC (2024)
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Embora a maioria das infec¢des pelo HPV sejam eliminadas pelo sistema
imunologico em até dois anos, cerca de 10% evoluem para infec¢des persistentes, com
maior risco de progressao para lesdes de alto grau. Diante disso, a detecgdo precoce dessas
alteragOes representa uma estratégia crucial para interromper a transformagao maligna. O
rastreamento citolégico por meio do exame Papanicolau, especialmente quando
combinado a testagem molecular para HPV, continua sendo uma das ferramentas mais
eficazes de prevencao secundaria (INCA, 2024).

Apesar das estratégias preventivas consolidadas, uma fra¢ao das pacientes ainda
evoluem para formas avancadas da doenca e nao respondem adequadamente a
quimiorradioterapia (WHO, 2022; Junzo Chino et al, 2020).

Nesses casos, a evasdo a apoptose, frequentemente mediada pelas oncoproteinas
virais E6 e E7, configura-se como um dos principais mecanismos moleculares associados
a resisténcia terapéutica no CCU (Hanahan e Weinberg, 2011). A investigacdo desses
processos ¢ fundamental para compreender os desfechos clinicos desfavoraveis

observados em pacientes nao respondedoras.

2.1.4 Mecanismos moleculares da resisténcia terapéutica no cancer do colo uterino

Apesar dos avangos na triagem citologica e na vacinagdo contra os principais
genotipos oncogénicos do HPV, o cancer do colo do utero ainda representa um importante
desafio clinico nos estagios localmente avancados, em que o tratamento padrdo combina
quimioterapia baseada em platina com radioterapia concomitante. Embora essa
abordagem seja eficaz para a maioria das pacientes, uma propor¢ao significativa
apresenta resisténcia, manifestada por progressdo tumoral durante o tratamento ou

recidiva precoce ap0ds a remissao clinica (Zhang et al., 2023)

A resisténcia terapéutica no CCU ¢ um fendmeno multifatorial e dinamico,
envolvendo desde fatores clinicos, como estadiamento tardio € comorbidades, até
mecanismos moleculares complexos que conferem a célula tumoral a capacidade de
evadir aos efeitos citotoxicos do tratamento. Dentre esses mecanismos, destacam-se: a
evasdo a apoptose, alteracdes epigenéticas, como a hipermetilacdo de genes supressores
tumorais, modulacdo de vias de sinalizacdo intracelular, como PI3K/AKT, Notch ¢

Hippo, além de alteragdes no microambiente tumoral, como hipdxia, angiogénese
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desregulada e secreg¢do de citocinas imunossupressoras (Zuccherato et al., 2020; Zhang

etal., 2023).

A evasao a apoptose, em particular, tem sido amplamente reconhecida como um
dos principais determinantes da resisténcia terapéutica no CCU, uma vez que tanto a
quimioterapia quanto a radioterapia dependem da ativacdo de vias pro-apoptoticas para
induzir a morte das células tumorais. Nesse contexto, a inativacao de genes supressores
tumorais e a ativacdo de vias de sobrevivéncia celular criam um ambiente molecular

favoravel a persisténcia tumoral, mesmo apo6s insultos terapéuticos (Wu, Y. et al, 2023).

Esse escape apoptotico, frequentemente induzido por oncoproteinas virais como
E6 e E7 do HPV de alto risco, constitui um dos mecanismos moleculares centrais
associados a resisténcia terapéutica no cancer do colo do utero (CCU) (Doorbar et al.,
2012; Moody e Laimins, 2010). A evasdo da morte celular programada, um dos
"Hallmarks of Cancer" descritos por Hanahan e Weinberg (2011), permite que células
neopldasicas sobrevivam mesmo diante de estimulos citotdxicos. Compreender as vias de
sinalizacdo envolvidas nesse processo, como a via Hippo, e investigar genes reguladores
pode revelar novos alvos para intervengao terapéutica (Harvey et al., 2013; Aylon e Oren,

2011).

Entre os genes potencialmente associados a resisténcia terapéutica, RASSF2 vem
ganhando destaque por sua atuagdo comprovada como supressor tumoral na ativagdo da
via Hippo. Por meio de seu dominio SARAH, RASSF2 interage diretamente com as
quinases MST1 e MST2, desencadeando uma cascata que culmina na fosforilagao de
YAP/TAZ e ativagdo de efetores pro-apoptdticos. Alteracdes na expressao ou funcao de
RASSF2, portanto, podem comprometer essa via e favorecer a sobrevivéncia celular

aberrante (Harvey e Hariharan, 2012).

Além de genes ja consolidados na literatura, como RASSF?2 destaca-se também a
superexpressao de PNMA3 observada no estudo de Melo Neto (2022) em pacientes nao
respondedoras a quimiorradioterapia, o que levanta a hipotese de que esse gene possa
atuar como modulador de mecanismos de evasdo apoptotica ainda pouco explorados

nesse contexto tumoral.
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Originalmente descrito como um antigeno paraneoplasico do sistema nervoso,
PNMA3 pertence a familia dos antigenos Ma, frequentemente reconhecidos por
autoanticorpos em pacientes com sindromes neuroldgicas associadas a neoplasias

(Dalmau et al., 1999; Rosenfeld et al., 2001).

Esses antigenos fazem parte de um grupo conhecido como antigenos
cancer/testiculo (CT), caracterizados por uma expressdo restrita a tecidos
imunoprivilegiados, como testiculos e cérebro, mas aberrantemente reativados em
diversos tumores malignos (Simpson et al., 2005).Considerando essa expressdao anomala
e seu potencial papel regulador na via apoptotica, torna-se urgente a investigagdo de
estratégias terapéuticas capazes de restaurar a funcionalidade apoptotica dessas vias,

superando os mecanismos de resisténcia presentes nas pacientes nao respondedoras.

Esse cendrio reforga a importancia da evasio a apoptose como um processo-chave
ndo apenas na manuten¢do da agressividade tumoral, mas também como ponto estratégico
para intervengao terapéutica, conforme os “Hallmarks of Cancer” descritos por Hanahan

e Weinberg (2022).

2.1.5 Hallmarks of Cancer: Apoptose- mecanismos e evasio

Em 2000, Douglas Hanahan e Robert Weinberg propuseram um modelo seminal
para entender os principios fundamentais da biologia do cancer, denominado Hallmarks
of Cancer (Hanahan e Weinberg, 2000). Esse modelo foi ampliado em 2011, reunindo as
principais caracteristicas adquiridas pelas células tumorais ao longo da carcinogénese,
que conferem vantagens proliferativas, evasivas e adaptativas em relagdo as células

normais (Hanahan e Weinberg, 2011).

Entre os processos descritos, destacam-se: sustentacdo do sinal proliferativo,
resisténcia a inibi¢do do crescimento, inducdo de angiogénese, evasao a apoptose,
imortalidade replicativa, invasao e metastase, reprogramagao do metabolismo energético,

instabilidade gendmica, inflamag¢do tumoral e modulacao da resposta imune.

A apoptose € um tipo de morte celular programada que ocorre de forma altamente
regulada e ordenada, sendo fundamental tanto em condi¢des fisioldgicas, como no
desenvolvimento embrionario e na renovagao tecidual, quanto em processos patologicos.

Distingue-se de formas nao programadas de morte celular, como a necrose, por apresentar
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caracteristicas morfologicas e bioquimicas bem definidas, conforme demonstrado na

Tabela 2 (Elmore, 2007; Kerr et al., 1972).

A ocorréncia da apoptose depende de uma complexa regulacao genética que
envolve tanto os genes pré-apoptdticos quanto os mecanismos responsaveis pelo
reconhecimento e englobamento das células em morte por fagocitos, destacando-se,
portanto, a necessidade da participagdo ativa de células fagociticas para o sucesso do

processo (Elmore, 2007).

Tabela 2. Caracteristicas comparativas entre apoptose € necrose

Caracteristica Apoptose Necrose

Células tinicas ou pequenos Células frequentemente

Tipo celular :
grupos contiguas

Encurtamento celular e

Alteracdo celular convolucio Crescimento celular
- Picnose e cariorrexe Cariolise, picnose e
Alteracdes nucleares :
cariorrexe
Intacta
Membrana celular Ruptura

Corpos apoptoticos

Produtos finais Liberacdo citoplasmatica

Resposta inflamatéria Ausente Normalmente presente

Comparagdo morfologica entre os processos de apoptose e necrose. A apoptose € caracterizada por
alteracdes celulares programadas, como picnose e formagdo de corpos apoptéticos, sem desencadear
resposta inflamatoria. J& a necrose envolve ruptura celular, liberagdo do contetido citoplasmatico e

inflamagao local. Fonte: Adaptado de Elmore (2007).

A intensidade dos sinais apoptoticos emitidos pelas células-alvo e pelas
fagociticas determinam se a célula realmente seguird para apoptose ou retornara a
sobrevivéncia celular (Elmore, 2007). A apoptose pode ser desencadeada por dois
mecanismos principais: via intrinseca (mitocondrial) ou extrinseca (mediada por

receptores de morte), conforme esquematizado na Figura 13 (Ichim; Tait, 2016).

37



Figura 13. Mecanismos classicos da ativagdo apoptotica
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Representagdo esquematica das vias extrinseca e intrinseca da apoptose. A via extrinseca é ativada por
receptores de morte, como FADD, que recrutam e clivam as pro-caspases-8 e -10, ativando a caspase-3. A
via intrinseca responde a sinais intracelulares de estresse, com liberacao de citocromo c pelas mitocondrias,
formagdo do apoptossomo e ativacdo da caspase-9. Ambas as vias convergem para a ativagao de caspases
executoras, como a caspase-3 e -7, culminando na morte celular programada. Fonte: Adaptado de Ichim e

Tait (2016).

A via extrinseca da apoptose ¢ desencadeada por estimulos extracelulares
mediados por ligantes da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), como o TRAIL
(TNF-related apoptosis-inducing ligand) e o FAS-L (ligante do receptor FAS). Esses
ligantes interagem com receptores de morte celular localizados na membrana plasmatica,
como FAS-R (TNFRSF6), DR4 e DRS, promovendo a formacdo do complexo DISC
(Death-Inducing Signaling Complex). Esse complexo ativa a caspase-8, uma protease
iniciadora responsavel por desencadear a cascata apoptdtica extrinseca (Ichim; Tait,
2016). A ativacdo subsequente das caspases efetoras, como a caspase-3, culmina na

degradacao ordenada da célula.

Contudo, evidéncias indicam que a eficiéncia dessa via pode ser severamente
comprometida em neoplasias ginecoldgicas, em parte devido a alteragcdes epigenéticas e

ao desequilibrio na expressao dos receptores TRAIL. Braga et al. (2014) demonstraram
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que a hipermetilacao no gene TRAIL-R2 (DRY) est4 associada a resisténcia a apoptose
em tumores de ovario, sugerindo que modificacdes epigenéticas podem comprometer a
resposta terapéutica. Em paralelo, a superexpressao do receptor decoy TRAIL-R3 — que
compete com DR4 e DRS5, mas ndo possui dominio de morte intracelular — foi
relacionada a inibig¢do da sinalizagdo apoptotica em lesdes cervicais e tumores (Braga et
al., 2011). Esses achados sustentam que o bloqueio da via extrinseca pode ocorrer nao
apenas por mutacdes ou falhas proteicas, mas também por mecanismos epigenéticos

especificos, contribuindo para a resisténcia observada em pacientes com CCU.

Por outro lado, a via intrinseca ou mitocondrial ¢ ativada por estimulos
intracelulares, como estresse oxidativo, dano ao DNA, hipoxia ou deplecao de fatores de
crescimento (Galluzzi; Kepp; Kroemer, 2012). Esses sinais levam a ativagao de proteinas
pro-apoptoticas da familia BCL-2, como BAX ¢ BAK, que aumentam a permeabilidade
da membrana mitocondrial externa. Como consequéncia, moléculas pré-apoptoticas
presentes no espaco intermembranar, como o citocromo c, Smac/DIABLO, AIF
(Apoptosis-Inducing Factor) e a endonuclease G, sdo liberadas no citosol (Loane; Stoica;

Faden, 2015).

O citocromo ¢, em especial, associa-se a proteina APAF-1 (Apoptotic Protease
Activating Factor 1) e ao dATP, formando o apoptossomo, um complexo multiproteico
responsavel pela ativacdo da caspase-9, que por sua vez ativa caspases efetoras (Wu, Y.
et al. 2023). O Smac e o HtrA2 atuam inibindo proteinas que bloqueiam a ativacao de
caspases, enquanto o AIF e a endonuclease G promovem degradagdao do DNA de forma

independente de caspases.

Embora essas vias tenham origens distintas, ha um ponto de interconexao crucial
entre elas: a caspase-8, ativada na via extrinseca, pode clivar a proteina BID, gerando sua
forma truncada (tBID), que atua diretamente na mitocondria, amplificando a via
intrinseca (H li et al., 1998). Esse mecanismo reforca a redundancia do sistema apoptotico

e aumenta sua eficiéncia frente a diferentes tipos de estimulo.

A interligacdo entre essas vias (Figura 14) € responsavel pela ativagdo coordenada
do processo apoptotico, especialmente relevante no contexto tumoral, onde tais vias

frequentemente encontram-se desreguladas.
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Figura 14. Interconectividade entre vias apoptoticas.
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A ativagdo de receptores de morte da via extrinseca (exemplo: DRS) promove a formagdo do complexo
DISC ¢ a clivagem de BID pela caspase-8, gerando tBID. Esta forma truncada transloca-se para a
mitocondria, onde ativa BAX e BAK, promovendo a liberagdo de citocromo ¢ ¢ a ativagdo subsequente da
via intrinseca. Esse processo culmina na formagdo do apoptossomo e na ativagdo sequencial das caspases

9 e 3. Fonte: Adaptado de H. Li et al (1998)

Proteinas como MOAP-1 (PNMAA4), inicialmente identificadas como antigenos
paraneoplésicos, foram relacionadas a indugdo da apoptose via interagdo com BAX,

destacando sua importancia como alvo terapéutico em cancer de mama (Tan et al., 2016).

Além disso, a superexpressao de PNMA3 e PNMA4 em linhagens tumorais, como
MCF-7, tem sido associada a sensibiliza¢do a fArmacos quimioterapicos € a modulag¢do
da via apoptotica mitocondrial (Su; Wang; Meng, 2022). Estudos também sugerem que
PNMAZ2 atua como antagonista de PNMA1 e PNMAA4, inibindo a apoptose por meio da
reducdo de marcadores como Anexina V e condensacdo nuclear (Lee; Pang; Tan, 2016).
Em sintese, a compreensdo dos mecanismos moleculares da apoptose e seus
biomarcadores tém permitido a identificacao de alvos terapéuticos e estratégias clinicas

promissoras para o tratamento do cancer, incluindo o CCU.

A evasdo da apoptose ¢ amplamente facilitada pela agdo das oncoproteinas virais

E6 ¢ E7 do HPV, que inibem a funcdo das proteinas supressoras tumorais p53 e pRb,
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interferem na sinalizagdo imune e promovem um ambiente celular permissivo a

sobrevivéncia tumoral (Moody e Laimins, 2010; Doorbar et al., 2012).

Além desses mecanismos virais, diversos tumores desenvolvem alteragoes
secundarias que refor¢am esse hallmark, como mutagcdes em genes pro-apoptoticos,
desregulacdo de vias de sinalizacdo de morte celular e remodelacdo do microambiente
tumoral. Tais alteragdes favorecem a sobrevivéncia de células danificadas, contribuindo
para o que ¢ conhecido como paradoxo da apoptose no cancer, no qual a resisténcia a
morte celular, em vez de impedir o crescimento tumoral, acaba promovendo sua

progressao e agressividade.

Esse conceito esté ilustrado na Figura 15, que destaca o papel da apoptose como
mecanismo supressor ou facilitador da evolugdo tumoral, dependendo do contexto
molecular e celular. No CCU refratario, estudos indicam que alteragdes epigenéticas e de
expressdo génica também contribuem para o bloqueio de vias apoptoticas, dificultando a

eficécia terapéutica (Zhang et al., 2023).

Figura 15.0 paradoxo da apoptose no cancer
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(A) A apoptose atua como um processo supressor tumoral ao eliminar células danificadas. No entanto,
quando fatores antiapoptoticos, como os membros da familia BCL-2, bloqueiam essa via, ha favorecimento
da sobrevivéncia de células mutantes e progressao tumoral. O balango entre apoptose e proliferacdo
determina se a neoplasia sera benigna, agressiva ou respondera ao tratamento (remissdo). (B) A remocédo
eficiente de células apoptdticas pelos fagocitos (eferocitose) ativa programas funcionais com potencial
oncogénico, incluindo liberacdo de mediadores inflamatdrios, fatores de crescimento e angiogénese, além

de modulag@o da resposta imune. Fonte: Adaptado de Goodall et al. (2022).
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Nesse contexto, a via Hippo tem emergido como um dos principais reguladores
moleculares da apoptose, atuando de forma crucial no controle da proliferagdo,
diferenciagdo e morte celular programada. Essa via ¢ altamente conservada entre os
eucariotos e funciona como um mecanismo de supressdo tumoral, limitando o
crescimento celular por meio da inibi¢ao da transcricdo de genes proliferativos e

antiapoptoticos (Yu et al., 2015).

A proteina RASSF2, membro da familia RASSF (Ras-association domain family),
atua como um ativador upstream dessa via, interagindo diretamente com as quinases
serina/treonina MST1 e MST2 por meio de seu dominio SARAH. Essa interagdo promove
a ativagdo em cascata da via Hippo, culminando na fosforilagdo de LATSI/2 e
subsequente inativagdo dos coativadores YAP/TAZ, que, quando ndo fosforilados,
translocam-se para o nucleo e induzem a expressao de genes antiapoptoticos (Matallanas
etal., 2011). Dessa forma, a RASSF2 favorece a sinalizagdo pro-apoptotica da via Hippo,
funcionando como um elemento-chave na manuten¢do da homeostase celular ¢ na

preveng¢ado da transformacao maligna.

A superexpressdo aberrante de PNMA3, por sua vez, pode representar um
mecanismo inédito de desregulagdo da via Hippo, ao interferir fisicamente na associa¢ao
entre RASSF2 e as quinases MST1/MST2, bloqueando a sinalizagdo pro-apoptotica e
favorecendo a evasdo da morte celular programada. Essa hipdtese, proposta neste
trabalho, ¢ sustentada pelo conhecimento prévio de que interacdes proteina-proteina
desempenham papel central na regulagdo da via Hippo e que seu bloqueio fisico pode
comprometer a transducdo do sinal apoptdtico Wang et al. (2014). Tal bloqueio funcional
pode ajudar a explicar a resisténcia terapéutica observada em pacientes com CCU,
especialmente naquelas com superexpressao de PNMA3 identificada em transcriptomas

de pacientes ndo respondedoras.

2.1.6 A via Hippo e sua funcio na regulacao apoptotica

A via Hippo ¢ uma cascata de sinalizacdo intracelular altamente conservada entre
os eucariotos, inicialmente caracterizada em Drosophila melanogaster, onde mutagdes
em genes como HIPPO (HPO), WARTS (WTS) e SALVADOR (SAV) resultavam em um
crescimento exacerbado dos tecidos devido a falha na limitacdo do ntimero celular

(Harvey et al., 2003).
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Nos mamiferos, essa via desempenha fungdes analogas, sendo essencial para o
controle do tamanho dos orgdos, regulacdo da proliferacdo e diferencia¢do celular,
manuten¢do da homeostase tecidual e indugdo de morte celular programada. Seu efeito
antitumoral ocorre, principalmente, por meio da inibicao dos coativadores transcricionais
YAP (Yes-associated protein) e TAZ (transcriptional coactivator with PDZ-binding
motif), que sdo sequestrados no citoplasma quando a via estd funcional (Yu, Zhao e Guan,

2015) (Figura 16).

Figura 16. Arquitetura central da via Hippo
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Nos mamiferos, a via Hippo ¢ ativada pela fosforilagdo das quinases MST1/2, que, em complexos com
SAV1, ativam LATSI1/2 por meio da proteina adaptadora MOBI1. A ativacdo de LATS1/2 promove a
fosforilagdo dos coativadores transcricionais YAP e TAZ, resultando em sua retengdo no citoplasma por
proteinas como 14-3-3 e posterior degradagdo via proteassoma. Com isso, é bloqueada a ativagao de genes
associados a proliferagao celular, antiapoptose e crescimento tumoral. Quando a via esté inativa, YAP/TAZ
translocam-se para o nucleo, onde se associam a fatores de transcri¢cao da familia TEAD, promovendo a
expressdo de genes pro-proliferativos e de sobrevivéncia celular. Fonte: Adaptado de Yu, Zhao e Guan
(2015).

Essa cascata sinalizadora funciona como um verdadeiro “freio” molecular,
inibindo a transcri¢do de genes relacionados ao crescimento celular descontrolado.
Quando a via Hippo esta funcional, os coativadores YAP/TAZ permanecem fosforilados

no citoplasma, o que impede sua translocagdo para o nilicleo e bloqueia a ativagao de
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genes como CTGF, CYR61, BIRC5 e MYC, associados a proliferacao, sobrevivéncia e

evasdo da apoptose.

Por outro lado, a inativagdo da via, evento comum em diversos tipos de cancer,
favorece o acumulo nuclear de YAP/TAZ, que interagem com fatores da familia TEAD,
promovendo a expressdo de genes pro-proliferativos, antiapoptoticos e pro-angiogénicos

(Yu, Zhao e Guan, 2015).

Além do papel no controle do crescimento, a via Hippo ¢ sensivel a estimulos do
microambiente, como contato célula—célula, rigidez da matriz extracelular, polaridade
celular e sinais mecanicos. Esses estimulos sdo integrados principalmente por receptores
ligados a adesdo (como integrinas) e por sensores de tensdo citosquelética, modulando
indiretamente a atividade de MST1/2 e LATS1/2. A perda da sensibilidade a esses
estimulos estd associada a progressao de diversos tipos de cancer, permitindo que as
células escapem da regulagdo por densidade e prossigam em divisdo descontrolada

(Figura 17).

Figura 17. Integracao de sinais extracelulares pela via Hippo.
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A ativagdo ou inibi¢do da via Hippo ¢ modulada por uma variedade de sinais, incluindo contato célula—
célula, receptores GPCR, fatores soluveis, integrinas, energia celular e rigidez da matriz. Esses estimulos
alteram a fosforilagdo de YAP/TAZ e influenciam seu destino subcelular. Fonte: Adaptado de Yu, Zhao e

Guan (2015).

No contexto tumoral, a via Hippo apresenta um papel dual, funcionando tanto

como reguladora da apoptose quanto como sensor de estresse celular. Diversas mutagdes
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ou supressdes epigenéticas nos genes MST1, LATS1/2 ou nas proteinas adaptadoras
SAV1 e MOBI1 foram identificadas em amostras tumorais humanas. A consequéncia
funcional dessas alteragdes ¢ a ativacao nuclear constante de YAP/TAZ, promovendo
resisténcia a quimioterapia, evasdo a apoptose e aumento do potencial metastatico. Esses
efeitos estdo ilustrados na Figura 18, que resume os impactos funcionais e terapéuticos

associados a desregulacdo da via Hippo no cancer.

Figura 18. Implicagdes oncologicas da desregulacao da via Hippo
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(A) O aumento progressivo da atividade de YAP/TAZ esta relacionado a diferentes contextos
biolégicos, desde homeostase até regeneracao e cancer.
(B) A via Hippo pode ser alvo de inibidores como verteporfina, inibidores de ROCK, e
metformina, que visam restaurar a regulacdo negativa sobre = YAP/TAZ.

Fonte: Adaptado de Yu, Zhao e Guan (2015).

A via Hippo ndo opera de forma isolada, mas integra uma complexa rede de

sinalizacdo interligada a outras vias classicas da oncogénese, como PI3K/AKT, Wnt/j-
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catenina, Notch, TGF-3 e RAS/MAPK. Essa conectividade assegura multiplos pontos de
controle do crescimento e da morte celular, ao mesmo tempo em que introduz
redundancias que favorecem a plasticidade tumoral. Em tumores agressivos, a
desregulagdo simultanea dessas vias compromete o controle da proliferagao, tornando o

bloqueio de uma tnica cascata insuficiente para conter a progressao neoplésica.

Nesse cenario, os coativadores YAP/TAZ assumem um papel central ao interagir
funcionalmente com diversas dessas vias como Wnt, TGF-3, Notch, EGFR e PI3K/AKT
coordenando decisdes celulares entre proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia (Yu,
2015). Assim, a via Hippo funciona como um hub regulador de sinais oncogénicos

convergentes.

Considerando a importancia dessa via na regulacdo da apoptose, estudos recentes
tém buscado identificar novos moduladores capazes de interferir em sua estabilidade
funcional em contextos tumorais especificos. Um desses candidatos ¢ o gene PNMA3
(Paraneoplastic Ma Antigen 3), cuja expressdo aberrante foi detectada em amostras de
CCU refratario a quimiorradioterapia, segundo dados transcriptdmicos descritos por Melo

Neto et al. (2022).

A expressdo andmala de PNMA3 levanta a hipotese de que essa proteina possa
interferir negativamente na sinalizagdo Hippo, impactando componentes-chave como
RASSF2 e as quinases MST1/MST2, com consequente comprometimento da resposta

pro-apoptatica.

2.1.7 PNMAZ3 e seu papel na refratariedade ao tratamento no ciancer do colo uterino

Segundo Dalmau et al. (1999), o antigeno Mal, também denominado PNMA1
(Paraneoplastic Mal antigen), ¢ uma proteina expressa de forma restrita no cérebro e nos
testiculos, sendo reconhecida por autoanticorpos em pacientes com sindromes
neurologicas paraneoplésicas. Esse padrao de expressdao restrita a tecidos imuno-
privilegiados, como cérebro e testiculo, classifica os antigenos da familia PNMA como
pertencentes ao grupo dos chamados antigenos cancer/testiculo (CTAs), cuja ativagdo
aberrante em tumores tem sido associada a progressao neoplasica, a evasao imunoldgica

e a metastase. A caracterizagdo inicial do Mal como alvo de resposta autoimune reforca
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seu potencial papel como biomarcador tumoral e possivel alvo terapéutico em canceres

que compartilham esse perfil de expressao.

O gene PNMA3 (Parancoplastic Ma Antigen 3), também conhecido como,
pertence a familia dos antigenos paraneoplasicos Ma, tradicionalmente associados a
respostas autoimunes em neoplasias do sistema nervoso central. Em condicdes
fisiologicas, a expressao de PNMA3 ¢ majoritariamente restrita ao tecido cerebral, onde
participa de processos apoptoticos mediados pela via extrinseca de morte celular. (Pang

etal., 2018).

Surpreendentemente, dados recentes do nosso grupo, indicaram uma
superexpressao aberrante de PNMA3 em amostras de CCU, especialmente em pacientes
que ndo respondem a quimiorradioterapia. Essa expressdo ectopica sugere um possivel
envolvimento funcional dessa proteina no ambiente tumoral cervical, ainda pouco
descrito na literatura. A analise transcriptomica realizada por Melo Neto, et al. (2022)
identificou PNMA3 como um dos genes diferencialmente expressos em pacientes com
refratariedade terapéutica, indicando um possivel papel como modulador negativo da

resposta ao tratamento.

Estudos funcionais em outras linhagens celulares indicam que PNMA3 pode
interagir com componentes da via apoptotica, incluindo RASSF1A e proteinas da familia
Bcl-2, regulando a ativacao da caspase-9 e o recrutamento de proteinas pré-apoptoticas
como Bax (Tan et al., 2011). No entanto, a atuacdo de PNMA3 como supressor ou
inibidor da apoptose depende do contexto celular e da regulacdo pos-traducional de suas

interacoes (Figura 19)
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Figura 19. Rede de interagdo das proteinas da familia PNMA com MOAP-1, receptores

de morte e proteinas da via apoptotica.
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Representagdo esquematica das interagdes conhecidas entre proteinas da familia PNMA (como PNMALI,
PNMA2, PNMAS), o supressor tumoral MOAP-1 (PNMAA4), proteinas da familia RASSF (RASSF1A e
RASSF6), receptores de morte celular (TNF-R1, TRAIL-R1) ¢ membros da familia BCL-2 (BAX, BCL-
XL). O esquema destaca a participacdo dessas proteinas na modulacdo da apoptose, via sinalizago
extrinseca e mitocondrial, além do possivel envolvimento funcional de PNMA3, que compartilha
homologia estrutural com os demais membros. A interagdo com ligases E3 (TRIM39, UBRS) sugere

mecanismos de regulacdo pds-traducional associados a estabilidade de MOAP-1. Fonte: Pang et al. (2018).

No contexto do CCU, com os achados em anélises de pacientes resistentes ao
tratamento, levanta-se aqui neste trabalho a hipotese de que a superexpressao de PNMA3
possa interferir fisicamente na interagdo entre RASSF2 e as quinases MST1/MST2,
componentes essenciais da via Hippo. Essa interferéncia comprometeria a ativagao da
cascata pro-apoptotica, contribuindo para a evasdo da morte celular programada e, por

consequéncia, para a resisténcia ao tratamento convencional.

A presenca andmala de PNMA3 em tumores ndo neuroectodérmicos também pode
estar associada a processos de reprogramagao epigenética e plasticidade celular tumoral,
caracteristicas comuns em tumores agressivos e refratarios. Essa desregulacdo pode

permitir a aquisicdo de fungdes neoplésicas por proteinas originalmente envolvidas em
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respostas neuronais, como ja descrito em outros membros da familia Ma (Inuzuka et al.,

2000).

Nesse sentido, o papel de PNMA3 na refratariedade ao tratamento do CCU merece
investigacdo aprofundada, especialmente por meio de abordagens in silico capazes de
prever suas interagdes estruturais com alvos-chave da apoptose como a proteina RASSF2.
A identificagcdo de farmacos reposicionados que se liguem preferencialmente a PNMA3,
impedindo sua interferéncia sobre a funcdo de RASSF2, constitui uma estratégia
terapéutica inovadora, com potencial de restaurar a sensibilidade ao tratamento em

pacientes com resisténcia clinico-molecular.

2.1.8 RASSF2 e a via Hippo na regulacio da apoptose

O gene RASSF2 (Ras Association Domain Family Member 2) pertence a familia
de genes RASSF, conhecida por atuar como reguladora negativa da proliferacdo celular,
promovendo a apoptose e suprimindo a tumorigénese em diferentes tipos de cancer.
RASSF?2 ¢ considerado um supressor tumoral epigeneticamente silenciado em diversos
tumores so6lidos, como pulmdo, mama, colon e prostata, estando frequentemente
associado a hipermetilagao de seu promotor, o que resulta em sua inativacdo funcional

(Van der Weyden e Adams, 2007).

Sua funcdo tumoral esta fortemente ligada a via de sinaliza¢do Hippo, essencial
para a regulag¢do do tamanho tecidual e indugdo da morte celular programada. RASSF2
possui um dominio C-terminal do tipo SARAH (Salvador/RASSF/Hippo), que permite
sua interagdo direta com as quinases MST1 e MST2, componentes centrais da via Hippo.
Essa interagdo ativa em cascata os elementos downstream da via, resultando na
fosforilagdo de YAP/TAZ e inibi¢do da transcrigdo de genes pro-proliferativos e

antiapoptoticos (Harvey e Hariharan, 2012) (Figura 20).
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Figura 20. Integracdo entre a via Hippo, a sinalizagdo RANKL e fatores reguladores de

transcri¢do celular com participagdo da proteina RASSF2.
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Representacdo esquematica das interagdes entre a proteina RASSF2, o complexo de quinases MST1/2 e os
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multiplos caminhos regulatérios de transcri¢do celular. A ativagdo da via Hippo ocorre pela agdo de
RASSF?2 sobre MST1/2, levando a ativagdo sequencial de MOB1 e LATS1/2, que fosforilam e inativam os
coativadores YAP/TAZ, impedindo sua transloca¢do nuclear e a transcricdo de genes proliferativos
mediados por TEAD. Simultaneamente, RASSF2 exerce efeito inibitorio sobre a via NF-«B ao interferir
com o complexo IKK e a degradagdo de I-kBa, bloqueando a translocagdo nuclear de p65/p50. A
sinalizacdo RANKL, por sua vez, atua de maneira pro-tumorigénica ao ativar TRAF6, MAPKSs e fatores
como NFATcl e AP1, promovendo a transcri¢do gé€nica associada a sobrevivéncia e diferenciagio celular.
Componentes adicionais, como CREB, calcineurina e GSK3f3, modulam esses caminhos de forma positiva
ou negativa. Os icones de interdi¢do (@) indicam pontos de inibi¢do regulatoria. O esquema destaca o
papel central da RASSF2 como modulador tumoral multifuncional, integrando respostas apoptoticas,

inflamatorias e de transcrigdo celular. Fonte: Adaptado de literatura cientifica: Volodko,2014; Wu, 2023.

Quando a via Hippo esta funcional, ha supressao do crescimento celular, inducao
da apoptose e inibicdo da tumorigénese. Entretanto, em diversos tipos de cancer,
incluindo o CCU, essa via encontra-se desregulada. Evidéncias sugerem que, nas
pacientes ndo respondedoras a quimiorradioterapia, a funcdo de RASSF2 pode estar
comprometida, seja por alteracdes epigenéticas ou por interferéncia fisica em sua
capacidade de interagir com MST1/MST2, impedindo a propagacao do sinal apoptotico

(Van der Weyden e Adams, 2007) (Figura 21).
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Figura 21. Interagdes funcionais da proteina RASSF2 com quinases da via Hippo e outros

alvos celulares.

Hippo Signaling

Representagdo esquematica das intera¢cdes moleculares mediadas pela proteina RASSF2, destacando seu
papel como regulador tumoral. RASSF2 ativa as quinases MST1 ¢ MST2 por meio de seu dominio SARAH,
promovendo a sinaliza¢do da via Hippo, cuja ativagdo esta associada a indugdo de apoptose. Além disso,
RASSF?2 interage com diversas proteinas com fungdes criticas no metabolismo (C1QBP), reparo de danos
ao DNA, transicao epitélio-mesénquima (EMT, via Vimentina), acetilag@o proteica (via SIRT1 e HDAC6)
e apoptose mediada por PAR-4. A interagdo com K-Ras também ¢ destacada, indicando o envolvimento da
RASSF2 na modulagao de vias oncogénicas. A integridade dessas interagdes € essencial para a homeostase

celular, sendo sua disfung@o associada a evasdo apoptética e ao desenvolvimento tumoral. Fonte: Donninger

e Clark (2022).

Estudos demonstram que a reativagdao de RASSF2 em linhagens tumorais leva a
restauragao da apoptose e a inibicao do crescimento tumoral, reforcando seu papel como
alvo terapéutico (Van der Weyden e Adams, 2007). No contexto deste estudo, parte-se da
hipdtese de que a inibi¢ao da fungcdo de RASSF2, em especial a interrupg¢ao de sua ligagdo
com MST1/MST2, seja um fator determinante da resisténcia observada em pacientes com
CCU. Portanto, reverter esse bloqueio representa uma oportunidade terapéutica

promissora.

A modelagem computacional da interagdo entre RASSF2 e seus parceiros da via
Hippo, aliada a triagem de firmacos com potencial de restaurar ou mimetizar essa

interacdo, pode fornecer estratégias inovadoras para restaurar a sensibilidade ao
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tratamento. A atuacao de RASSF2, nesse contexto, ndo apenas reforca a relevancia da via
Hippo na regulagdo da apoptose, mas também destaca o valor de abordagens baseadas em
reposicionamento racional de farmacos como forma de contornar mecanismos

moleculares de resisténcia no CCU.

2.1.9 Bases transcriptomicas para a selecio de PNMA3 e RASSF2 como candidatos

terapéuticos em casos de resisténcia a quimiorradioterapia

Estudos transcriptdmicos recentes tém contribuido para a identificacdo de
biomarcadores associados a resisténcia a quimiorradioterapia no CCU, revelando perfis
génicos diferencialmente expressos entre pacientes que responderam ou ndo ao
tratamento. Zuccherato et al. (2021) realizaram uma analise em células-tronco tumorais
cervicais (CCSCs) isoladas por citometria de fluxo de 31 pacientes, das quais 21 foram
classificadas como respondedoras (R) e 10 como ndo respondedoras (NR). A partir do
sequenciamento de RNA (RNA-Seq), foram identificados 1.050 genes diferencialmente
expressos (DEGs), com uma tendéncia predominante de subexpressao nas pacientes NR.
As vias biologicas mais afetadas nesse grupo incluiram apoptose, metabolismo
mitocondrial e sintese de proteinas, sugerindo um microambiente celular menos

responsivo a estimulos terapéuticos citotoxicos (Zuccherato et al., 2021).

Dando continuidade a essa linha de investigacdo, Melo Neto (2022) conduziu um estudo
com foco nas células ndo-tronco tumorais (CNTTs) da mesma coorte de pacientes. Apos
o sequenciamento e andlise de qualidade, foram identificados 2.519 DEGs, com 117
destes, associados a apoptose. Por meio de testes estatisticos, andlise de ontologias e
modelos preditivos baseados em arvores de decisdo (J48 e Random Forest), oito genes
foram priorizados como biomarcadores com maior relevancia funcional. Entre eles,
destacaram-se PNMA3 e RASSF2, os quais apresentaram superexpressao nas pacientes

NR e baixa expressao nas R (Melo Neto, 2022) (Figura 22).
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Figura 22 — Heatmap da expressao diferencial de genes em pacientes com cancer do colo

do ttero segundo a resposta a quimiorradioterapia.
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Representagdo visual da expressdo relativa de oito genes candidatos em amostras de transcriptoma de
pacientes com cancer do colo do utero. As colunas representam pacientes agrupados de acordo com a
resposta ao tratamento (R: responsivas; NR: ndo responsivas), enquanto as linhas correspondem aos genes
analisados. Tons vermelhos indicam superexpressdo relativa e tons azuis, subexpressdo. Observa-se um
padrdo de superexpressdo de PNMA3 em aproximadamente 50% das pacientes NR, contrastando com baixa
ou ausente expressao nas amostras R. A proteina RASSF2 também apresentou expressdo elevada em cerca
de 40% das pacientes NR, estando ausente em 95% das pacientes R. Os painéis coloridos superiores
indicam o status parametrial, grau histologico, estadiamento FIGO e classificag@o por resposta terapéutica.

Fonte: Melo Neto (2022).

O gene PNMA 3, pertence a familia dos antigenos paraneoplasicos Ma e apresenta,
sob condigdes fisiologicas, expressdao predominantemente ao tecido neural. Trabalhos
classicos apontam que sua fungdo original estd relacionada a processos apoptoticos
mediados por Bax, especialmente em células neuronais e em contextos de doengas

neurodegenerativas e sindromes paraneoplasicas (Law et al, 2015).
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De acordo com Tan et al. (2011), MOAP-1 ¢ ativado em resposta a estimulos pro-
apoptdticos, interagindo com proteinas da familia BCL-2 para promover a translocagao
de Bax as mitocondrias e, assim, a liberacao de citocromo c. A localizagao mitocondrial
de MOAP-1 e sua participacao na via intrinseca da apoptose conferem a essa proteina um

papel importante no equilibrio entre sobrevivéncia e morte celular.

Dessa forma, os achados transcriptomicos obtidos por Melo Neto (2022),
combinados com evidéncias da literatura que associam RASSF2 a regulagao da via Hippo
e PNMA3 a modulagdo da apoptose em outros contextos tumorais (Tan et al., 2011),
fornecem embasamento tedrico e experimental robusto para justificar a selecao desses
genes como alvos centrais em estratégias terapéuticas que visem restaurar a sensibilidade
celular a quimiorradioterapia em pacientes com CCU, por meio de estudos in silico para

reposicionamento de farmacos com essa finalidade.

2.2 Reposicionamento de firmacos na oncologia

O reposicionamento de farmacos, também conhecido como drug repurposing ou
drug repositioning, consiste na estratégia de identificar novos usos terapéuticos para
medicamentos ja aprovados para outras indicacdes. Essa abordagem tem se consolidado
como uma alternativa promissora ao desenvolvimento tradicional de medicamentos,
especialmente no contexto oncoldgico, por reduzir o tempo, o custo € os riscos associados
as fases iniciais de pesquisa e desenvolvimento (Ashburn e Thor, 2004; Pushpakom et al.,

2019).

Enquanto o desenvolvimento tradicional de um novo farmaco pode levar em
média de 10 a 15 anos e custar entre 1,5 e 2 bilhdes de dolares, o reposicionamento de
medicamentos oferece uma alternativa significativamente mais rdpida e econdmica, com
tempo médio de 3 a 6 anos e redugdo estimada de até 60% nos custos totais (Nosengo,
2016) (Figuras 23 e 24). Essa diferenga se deve, sobretudo, ao fato de que farmacos
reposicionados ja passaram por etapas rigorosas de avaliacdo toxicoldgica e

farmacocinética, o que acelera sua transi¢ao para os ensaios clinicos em novas indicagdes.
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Figura 23. Etapas do processo de desenvolvimento de novos farmacos
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Fluxograma detalhado das fases envolvidas no desenvolvimento de um novo medicamento, desde a
identificagdo de uma nova entidade molecular até o langamento do medicamento no mercado. As etapas
incluem triagem, caracterizagdo fisico-quimica, estudos de seguranga ¢ toxicidade, avaliagdo farmacoldgica
em modelos animais, estudos clinicos de fases I a III, registro e fase IV de farmacovigilancia. O tempo
estimado para cada etapa também ¢ indicado, destacando a durag@o total do processo. Fonte: Adaptado de

Rediguieri,2015.

Dados da Pharmaceutical Research and Manufacturers of America (PhRMA)
demonstram que, apesar do crescente investimento em P&D ao longo das ultimas

décadas, a taxa de aprovacdo de novos medicamentos pela FDA permaneceu
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relativamente constante — evidenciando a necessidade de estratégias alternativas como

o reposicionamento racional de farmacos (Nosengo, 2016; Ashburn e Thor, 2004).

Figura 24. Comparativo entre o desenvolvimento tradicional e o reposicionamento de

farmacos
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Comparativo entre o desenvolvimento tradicional de medicamentos (a direita) e o reposicionamento de
farmacos (a esquerda), com base na relagdo entre risco e recompensa. O eixo horizontal representa o risco
(probabilidade de falha no desenvolvimento do farmaco), sendo maior no desenvolvimento tradicional. O
eixo vertical representa a recompensa (em termos de economia de tempo e custo), sendo maior no
reposicionamento de farmacos, devido ao uso de compostos previamente aprovados com dados ja

disponiveis de seguranga e farmacocinética. Fonte: Adaptado de Pushpakom et al. (2019).

Historicamente, diversos exemplos demonstram o sucesso dessa estratégia. Um
caso classico ¢ o da talidomida, inicialmente desenvolvida como sedativo na década de
1950 e retirada do mercado por seus efeitos teratogénicos. Décadas depois, foi
reposicionada com sucesso para o tratamento do mieloma multiplo, apés demonstracao
de sua atividade imunomoduladora e antiangiogénica (Singhal et al., 1999). Outro
exemplo amplamente citado € o do acido acetilsalicilico (AAS), originalmente utilizado

como analgésico e anti-inflamatério, que passou a ser indicado na prevencao de eventos
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cardiovasculares e, mais recentemente, demonstrou efeito preventivo em certos tipos de

cancer (Rothwell et al., 2011).

No cenario oncoldgico, o reposicionamento de farmacos ganhou destaque por
possibilitar a exploragdo de compostos com perfis de seguranca ja conhecidos, o que
facilita a transi¢do para estudos clinicos em novas indicagdes. Essa vantagem ¢
particularmente relevante em tipos de cancer refratarios a terapias convencionais, como

0o CCU em estagio avangado.

Estudos recentes demonstraram que farmacos originalmente desenvolvidos para
diabetes, como a metformina, ou para hipertensdo, como os bloqueadores de canais de
calcio, possuem efeitos antiproliferativos em células tumorais e tém sido investigados
como adjuvantes em terapias oncoldgicas (Verbaanderd et al., 2017; Hirsch et al., 2009)

(Tabela 3).

Tabela 3. Exemplos de farmacos reposicionados com sucesso para novas indicagdes

A e
terapéuticas.
Fharmaco Indicacio original Nova Indicacio
Amantadina Influenza Doenga de Parkinson
Anfotericina B Infecgdes fangicas Leishmanmiose
Aspirina Dor e inflamagio Antiplagquetario
Atomoxetina Antidepressivo Deéficit de atencdo e
hiperatividade
Colchicina Gota Pericardites recorrentes
Gabapentina Epilepsia Dor neuropdtica
Metotrexato Ciancer Artrite reumatoide,
Psoriase
Miltefosina Céancer Leishmaniose
Propranolol Hipertensio Profilaxia da enxaqueca
Acido retinoico Acne Leucermia promiclocitica
aguda
Ropinirole Doenga de Parkinson Sindrome das pernas
inguietas
Fidovadine Cancer HIV/AIDS

A tabela evidencia compostos inicialmente aprovados para usos distintos que, apds reavaliagdo cientifica,
foram empregados em novas patologias com eficacia comprovada. Esses casos reforcam a viabilidade
clinica e o valor estratégico do reposicionamento de medicamentos. Fonte: Adaptado de Baldessarini

(2005).
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A convergéncia entre biotecnologia, bioinformatica e bancos de dados
farmacoldgicos tem impulsionado significativamente o campo do reposicionamento,
abrindo caminho para abordagens cada vez mais refinadas, como o reposicionamento in

silico.

2.2.1 Reposicionamento de farmacos in silico

O reposicionamento in silico refere-se ao uso de ferramentas computacionais para
prever novas aplicagdes terapéuticas de fArmacos ja existentes, com base na analise de
dados estruturais, gendmicos, transcriptdmicos e de interagdo molecular. Essa abordagem
permite o rastreio de grandes bibliotecas quimicas em tempo reduzido, identificando
compostos candidatos a partir de similaridade estrutural, assinatura de expressao génica,

interacdo proteina-ligante e docking molecular (Li et al., 2015; Ekins et al., 2011).

Diferentemente de estratégias observacionais ou empiricas, alguns casos bem
documentados demonstram o sucesso de reposicionamentos que tiveram inicio
exclusivamente com abordagens computacionais. Um exemplo emblematico ¢ o da
halicina, identificada por algoritmos de inteligéncia artificial desenvolvidos pelo MIT.
Inicialmente investigado para o tratamento de diabetes, o composto foi redescoberto por
modelos preditivos como um potente antibidtico contra bactérias resistentes,
representando um marco na aplicagdo de aprendizado de méaquina ao reposicionamento

racional (Stokes et al., 2020).

Outro caso relevante foi o reposicionamento do raloxifeno durante a pandemia de
COVID-19. A partir de uma triagem in silico conduzida pelo consorcio europeu
Exscalate4CoV, o raloxifeno, um modulador seletivo do receptor de estrogénio, foi
identificado como potencial inibidor do SARS-CoV-2. Posteriormente, foi avaliado em
um ensaio clinico randomizado, duplo-cego e controlado por placebo, conduzido na Italia.
Os resultados preliminares sugeriram um perfil de seguranca aceitavel e indicaram
beneficio clinico em pacientes com COVID-19 leve a moderada, como reducdo da
progressdo da doenga e carga viral, embora sem eficicia estatisticamente significativa

comprovada para todos os desfechos (Bertolazzi et al., 2021; Nicastri et al., 2022).

Também merece destaque o trabalho de Ekins et al. (2011), que utilizaram

modelos de aprendizado de maquina para rastrear compostos com atividade contra
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Trypanosoma cruzi, agente etiologico da Doenca de Chagas. A abordagem resultou na
identificacdo da pyronaridina, um antimalarico com atividade validada in vitro e in vivo,

reforcando o potencial das estratégias in silico no contexto de doengas negligenciadas.

No contexto do CCU, estudos precisam ser realizados para preencher essa lacuna
e explorar o potencial de farmacos originalmente indicados para outras doencas,
utilizando metodologias in silico para identificar compostos com afinidade por proteinas
envolvidas na resisténcia terapéutica. A integracdo de dados de expressao diferencial,
ontologias génicas e modelagem estrutural permite a priorizagdo de alvos moleculares

como RASSF2 e PNMA3 foco deste estudo.

2.2.2 Abordagens Computacionais: Docking e DinAmica Molecular

Segundo Ferreira et al. (2015), os avancos em modelagem molecular tém
contribuido significativamente para acelerar a identificacdo de candidatos terapéuticos,

sobretudo em contextos oncologicos de resisténcia terapéutica, como observado no CCU.

O reposicionamento racional de compostos aprovados tem se mostrado uma
estratégia promissora diante dos altos indices de falha terapéutica e mortalidade
associados a resisténcia a quimiorradioterapia (Pushpakom et al., 2019; Zhang et al.,
2023). Nesse cenario, a combinacdo de docking molecular e dindmica molecular (MD)
em ambiente de modelagem estruturada, como o MOE (Molecular Operating
Environment), permite explorar com alta precisdo o comportamento fisico-quimico das
interacdes proteina-ligante e prever o potencial de ligagdo com alvos de relevancia clinica.
O MOE oferece uma plataforma robusta e integrada para triagem virtual, otimizagdo
conformacional e andlise energética, sendo amplamente adotado em estudos com

validacdo experimental e translacional.

I3

Um exemplo marcante ¢ o estudo de Smith et al. (2019), que utilizaram a
ferramenta de docking molecular BUDE para rastrear uma biblioteca de mais de 8
milhdes de compostos, identificando o composto CPD3.1 como um potencial inibidor da
interagdo YAP-TEAD. Este composto demonstrou capacidade de interromper esta
interacdo, inibir a atividade do TEAD, reduzir a proliferacdo celular e a migragao em

células tumorais.

59



De modo semelhante, estudos de reposicionamento de farmacos para glioblastoma
tém explorado abordagens in silico com auxilio de plataformas como o MOE, visando
identificar compostos capazes de modular alvos moleculares especificos. Segundo Bai et
al. (2011), o mebendazol foi reposicionado com sucesso para glioblastoma a partir de
analises estruturais que demonstraram sua afinidade com a tubulina, sendo
posteriormente validado em modelos pré-clinicos. Esses resultados destacam o potencial
do reposicionamento racional guiado por modelagem molecular e reforcam como a
aplicacdo de ferramentas como o MOE em estratégias de reposicionamento
farmacologico pode integrar modelagem molecular com validagao experimental,

fornecendo evidéncias robustas para a selecdo racional de candidatos terapéuticos.

Estudos demonstram que o estado protonico, o tautdmero predominante e a
quiralidade dos ligantes afetam diretamente a energia de ligagdo e a geometria do encaixe
molecular, sendo ajustes cruciais para evitar artefatos estruturais que poderiam
comprometer a acuracia preditiva do docking (Kitchen et al., 2004; Sousa et al., 2006). A
falha em considerar corretamente o estado protonico pode levar a distor¢des nas
interagdes de ligacdo, prejudicando comparagdes entre compostos € comprometendo a
triagem virtual (Sastry et al., 2013). Além disso, a normalizacdo estereoquimica
promovida pela fun¢do Wash ¢ indispensavel, considerando que pequenas variagdes na
quiralidade dos ligantes podem levar a grandes diferencas na afinidade de ligagdo

(Kitchen et al., 2004).

A padronizacao estrutural fornecida por esse moédulo do MOE confere maior
robustez e reprodutibilidade as etapas subsequentes de triagem virtual e dindmica
molecular, sendo amplamente adotada em estudos de reposicionamento de farmacos

(Pushpakom et al., 2019; Lounkine et al., 2012).

Estudos prévios demonstraram que farmacos reposicionados como o celecoxibe
(Kurumbail et al., 1996) o triclabendazol (Turanli et al., 2018) e a metformina (Hirsch et
al., 2009) foram corretamente avaliados por métodos semelhantes em triagens estruturais,

com resultados posteriormente validados por ensaios celulares e clinicos.
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Abstract

Cervical cancer (CC) remains one of the most lethal malignancies among women,
particularly in low- and middle-income countries. Its primary etiology is associated with
persistent infection by oncogenic human papillomavirus (HPV) genotypes. Worsening
this scenario, chemoradiotherapy resistance in certain patients remains a significant
clinical challenge. Previous transcriptomic studies identified the overexpression of
RASSF2 and PNMA3 genes in non-responsive patients, raising the hypothesis that
PNMA3 might disrupt the association between RASSF2 and MST1/MST?2 kinases, which
are critical components of the Hippo apoptotic pathway. This study aimed to investigate,
through structural bioinformatics approaches, whether PNMA3 and RASSF2 interact,
and if so, to identify the interaction site and assess its impact on Hippo pathway activation.
Rational drug repositioning was also explored as a strategy to modulate or block this
interaction. Three-dimensional models of PNMA3 and RASSF2 were obtained from
public databases, and a drug library was generated through systematic filtering of the
ChEMBL database. Protein—protein and protein—ligand docking analyses, followed by
molecular dynamics simulations, were performed using the MOE software, with
subsequent data processing in R. The results indicated that PNMA3 forms a strong and
stable interaction with RASSF2 at the SARAH domain, potentially impairing apoptotic

signaling. Virtual screening revealed compounds with differential selectivity. Among the
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candidates, Nebivolol stood out as the most promising, exhibiting high affinity for
PNMA3 (S =-9.42 kcal/mol) and no significant interaction with RASSF2, supporting its
potential to selectively disrupt this pathological interaction. In this context, rational drug
repositioning emerges as a promising strategy to design alternative therapeutic

approaches to overcome resistance in cervical cancer.

Keywords: cervical cancer; therapeutic resistance; PNMA3; RASSF2; Hippo pathway;

drug repositioning.

Introduction

Cervical cancer (CC) remains one of the leading causes of cancer-related mortality
among women in Brazil and worldwide, with a disproportionate burden in low- and
middle-income countries. In these regions, socioeconomic barriers limit access to
preventive measures and early diagnosis, contributing to persistently high incidence and
mortality rates (WHO, 2021; BRASIL, 2022). Persistent infection with oncogenic
genotypes of human papillomavirus (HPV), particularly types 16 and 18, is the primary
etiological factor in CC, promoting carcinogenesis through viral DNA integration into
the host genome and the induction of progressive cellular alterations (Doorbar et al.,

2012).

Despite advances in HPV vaccination and cytological screening, the prognosis remains
unfavorable for patients diagnosed at advanced stages or those who develop resistance to
standard treatment (Santos et al., 2023). For locally advanced CC, the standard
therapeutic approach involves platinum-based chemotherapy combined with
radiotherapy. However, a significant proportion of patients exhibit resistance, as

evidenced by early relapse or tumor progression during therapy (Zhang et al., 2022).

The molecular basis of such refractoriness is complex and multifactorial, involving
epigenetic alterations, suppression of apoptotic pathways, and changes in the tumor
microenvironment. Among these mechanisms, apoptosis evasion stands out as a key
contributor, underscoring the need to identify molecular targets and biomarkers that can

explain and potentially reverse this resistance.
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Recent transcriptomic analyses have revealed that the genes RASSF2 and PNMA3 are
concurrently overexpressed in patients who fail to respond to chemoradiotherapy (Melo
Neto, 2022), suggesting a possible synergistic role in promoting therapy resistance.
RASSF?2 is a well-characterized tumor suppressor that participates in the Hippo signaling
pathway by activating the MST1 and MST2 kinases through its SARAH domain, thereby
promoting apoptosis (Harvey & Hariharan, 2012). Although extensively studied in other
cancers, the function of RASSF2 in CC remains underexplored, especially in the context

of its therapeutic modulation.

In contrast, the overexpression of PNMA3 in cervical cancer is an unexpected and
biologically intriguing finding. Traditionally classified as a paraneoplastic antigen with
expression restricted to the central nervous system, PNMA3 has been associated with
autoimmune responses in paraneoplastic neurological syndromes and, possibly, with
neuroectodermal tumors (Schiiller, Jenne & Voltz, 2005; Wills et al., 2006). Its aberrant
expression in cervical tumor tissue suggests transcriptional dysregulation and the

acquisition of oncogenic properties that remain poorly understood.

Based on this evidence, the present study aims to investigate whether PNMA3 physically
interacts with RASSF2, potentially blocking its association with MST1/MST2 and
suppressing the Hippo pathway, thereby contributing to therapeutic resistance through
the inhibition of apoptosis. In this scenario, drug repurposing represents a promising
approach for identifying effective treatments for chemoradiotherapy-refractory CC,
leveraging existing, approved compounds with known safety profiles to reduce the cost
and time associated with drug development (Ashburn & Thor, 2004; Pushpakom et al.,
2019).

By integrating molecular modeling, virtual screening, and molecular dynamics
simulations, it is possible to evaluate protein—protein and protein—ligand interactions in
silico, even in the absence of experimentally resolved structures. This computational
strategy enables the rational identification of candidate compounds capable of selectively

targeting PNMA3.

Therefore, this study proposes a structural bioinformatics workflow to assess whether
PNMA3 overexpression disrupts the interaction between RASSF2 and MST1/MST2,

leading to inactivation of the Hippo pathway and resistance to apoptosis. Based on this
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mechanistic hypothesis, the project further aims to identify repurposed drugs that
selectively bind to PNMA3 and could restore RASSF2-mediated activation of Hippo

signaling, re-sensitizing tumor cells to apoptosis and improving treatment outcomes.

Materials and Methods

This study was conducted using pre-processed and anonymized transcriptome data from
patients with cervical cancer, obtained with institutional authorization from the Instituto
Mario Penna (Approval No. 5215479 — SEI 23117.014623/2024-33). Based on prior
findings that identified RASSF2 and PNMA3 as potentially relevant genes in therapy-
resistant profiles, the present work aimed to investigate their possible protein—protein
interactions and evaluate the therapeutic potential of drug repositioning strategies
targeting this interaction.

The structural modeling and docking analyses were carried out using a combination of in
silico techniques, including protein—protein and protein—ligand docking, virtual
screening, molecular dynamics simulations, and affinity-based drug filtering. Predicted
structures for RASSF2 (UniProt ID: P50749) and PNMA3 (UniProt ID: Q9UL41) were
obtained from the AlphaFold database. Structure preparation was conducted in MOE
(Chemical Computing Group, version 2022.02) using the QuickPrep module under
default parameters. Model validation was performed with the tools VERIFY3D, ERRAT,
and PROVE.

For docking analyses, five structural regions were considered for RASSF2: the canonical
RAS and SARAH domains as reported in the literature, and three additional binding
pockets predicted using the MOE Site Finder tool. For PNMA3, the annotated Zinc Finger
domain (residues 412-429) and three Site Finder-predicted cavities were included.

To explore potential protein—protein interaction between PNMA3 and RASSF2, a blind
docking strategy was applied using MOE. RASSF2 was defined as the rigid receptor,
while PNMA3 was treated as a flexible ligand. Docking simulations were conducted
under physiological pH using the MMFF94x force field, and energy minimization was
applied before and after docking.

The small molecule library was curated from the ChEMBL database using the following
filters: clinical status "approved," molecular weight between 180 and 500 Da, no more
than one Lipinski’s Rule of Five violation, and documented bioactivity. After filtering, a
final drug library was compiled for docking purposes.

Each compound was docked individually against each defined structural region of both
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PNMA3 and RASSF2. Protocol validation was performed using a redocking experiment
with HIV-1 protease (PDB ID: IHVR) and the known ligand Amprenavir, to assess the
accuracy of pose prediction.

Molecular dynamics (MD) simulations were conducted in MOE to assess the structural
stability of protein—protein and protein—ligand complexes under standard conditions
(explicit TIP3P solvent model, Na*/CI~ ions for neutralization, 300 K, 1 atm). Each
simulation ran for 100 nanoseconds, with frames saved every 10 picoseconds.
Finally, output tables from each docking simulation were processed in R. Compounds
were filtered based on binding score thresholds for PNMA3 and RASSF2 to identify
candidates with high selectivity toward PNMA3 and minimal interaction with RASSF2.

Results

Redocking and Protocol Validation

To validate the molecular docking protocol, a redocking simulation of Amprenavir with
HIV-1 protease (PDB ID: 1HVR) was performed using the same parameters applied
throughout the study. The ligand was repositioned into the enzyme’s active site, and the
five best-ranked poses were analyzed. The top result yielded a binding score (S) of —9.14
kcal/mol and an RMSD of 1.19 A compared to the crystallographic reference, falling
within the acceptable threshold (< 2.0 A) and confirming the protocol’s predictive
reliability.

Binding Pocket Selection

Among the structural regions selected on the RASSF2 protein for docking with the
approved drug library, the pocket identified by MOE’s Site Finder yielded the most
favorable average binding score (—6.88 kcal/mol), suggesting strong ligand affinity. In
contrast, the SARAH domain—despite its well-established functional role in Hippo
signaling—exhibited a higher average score (—4.84 kcal/mol), indicating a lower potential
for stable interactions. These results are summarized in Figure 1, and the three-
dimensional configuration and surface accessibility of the top-ranked binding site are

depicted in Figure 2.
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Figure 1. Binding affinity profile of RASSF2 across structural regions.
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Bar plot showing average docking scores for RASSF2 across five structural regions (RAS, SARAH,
DUMMIE1-3). DUMMIEI showed the strongest affinity (—6.88 kcal/mol), while SARAH exhibited the

weakest.

Figure 2. Structural characterization of the DUMMIE] region in RASSF2.

(A) Full protein with DUMMIEI cavity highlighted. (B) Close-up of the binding pocket and its 32 key

residues involved in ligand interaction.
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Similarly, for PNMA3, the best-performing region achieved an average score of —8.75
kcal/mol, outperforming DUMMIE2, DUMMIES3, and the canonical Zinc Finger domain
(—6.20 kcal/mol), as shown in Figure 3. Structural analysis of this region, presented in
Figure 4, revealed a solvent-accessible cavity with favorable topology, comprising 14 key
residues, reinforcing its potential as a high-affinity drug-binding site.

Figure 3. Comparative binding affinity across structural regions of PNMA3.
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Bar plot summarizing docking scores for PNMA3 across four regions: DUMMIE1-3 and Zinc Finger.
DUMMIEI presented the most favorable score (—8.75 kcal/mol).

Figure 4. Three-dimensional representation of the DUMMIEI binding site in PNMA3.

(A)Protein structure with highlighted DUMMIEI cavity. (B) Enlarged view detailing 14 residues forming
the binding pocket.

67



PNMA3-RASSF2: PPI Interaction

A blind docking strategy was employed to investigate the potential interaction interface
between PNMA3 and RASSF2, allowing PNMA3 to explore the entire surface of the
RASSF2 protein without predefined constraints. The results indicated that PNMA3
preferentially binds to the SARAH domain, reinforcing the hypothesis that this domain
functions as the principal site of molecular recognition between the two proteins.
PNMA3 was observed to insert deeply into a structural groove located on the surface of
RASSF2, establishing multiple specific intermolecular contacts with key residues, as
shown in Figure SA. A complementary volumetric surface rendering (Figure 5B) revealed
a significant topological overlap at the binding interface, suggesting a steric hindrance

mechanism that may prevent the recruitment of MST1/MST2 kinases to RASSF2.

Figure 5. Structural interaction between PNMA3 and RASSF2 with emphasis on the
SARAH domain.

(A) Stick model showing protein—protein interaction, with SARAH in pink. (B) Surface rendering
suggesting steric overlap that may block MST1/MST2 recruitment.

Table 1 summarizes the residue—residue contacts observed in the docked complex,
including interaction types, residue positions, binding energies, and interatomic distances.
Notably, the interaction between Lys304 (RASSF2) and Asp181 (PNMA3) exhibited the
most favorable binding energy (—14.77 kcal/mol), indicating a strong stabilizing

contribution to complex formation.
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Table 1. Intermolecular residue interactions between PNMA3 and RASSF2.

Type ChainA PosA ¢ SetA ChainB PosB  SetB Energy  Dist

A 2-RASSF2.4A 5 His5 1-PNMA3. A 99 Asp99 -8.78@  3.68
I 2-RASSF2.A 45 Glud5  1-PNMA3.A 94 Lys94 -1.786  3.55
I 2-RASSF2.A 48 Aspd8  1-PNMA3.A 94 Lys94 -8.62  3.94
H 2-RASSF2.A 296 Arg29 1-PNMA3.A 270 Arg27e -2.38  3.85
IH 2-RASSF2.A 34 Lys3@4  1-PNMA3.A 181 Aspl8l -14.77  3.08
H 2-RASSF2.A 311 Met311 1-PNMA3.A 243 Val243 -1.78  3.68

Summary of specific residue interactions between RASSF2 and PNMA3 protein chains modeled from
docking. Includes interaction type, residues involved, interaction energy (kcal/mol), and interatomic
distance (A). The Lys304—Aspl181 pair exhibited the strongest energy contribution (—14.77 kcal/mol).
Interaction types are denoted in the TYPE column and include ionic interactions (I), which occur between
oppositely charged side chains such as lysine and aspartate; hydrogen bonds (H), characterized by the
sharing of a hydrogen atom between electronegative donors and acceptors; and hydrophobic interactions
(A), which involve nonpolar side chains clustering to minimize solvent exposure. In some cases, both ionic
and hydrogen bonding (IH) were observed simultaneously, indicating a particularly strong and specific
interaction. These interaction categories help clarify the physicochemical nature of the PNMA3—-RASSF2
interface and support the structural stability and potential functional relevance of the complex within

apoptotic signaling pathways.

Molecular Dynamics Simulation of the PNMA3-RASSF2 Complex

To evaluate the conformational stability of the PNMA3-RASSF2 complex under near-
physiological conditions, a 100-nanosecond molecular dynamics (MD) simulation was
conducted using MOE. The system was prepared with an explicit TIP3P water model,
neutralized with Na*/CI™ ions, and simulated under standard conditions (300 K, 1 atm).
Trajectories were recorded every 10 picoseconds during the production phase.

The simulation revealed a thermodynamically stable profile for the complex, with no
evidence of dissociation or structural collapse. Temperature (T) remained tightly
controlled throughout the run, ranging from 298.6 to 301.8 K, validating the effectiveness
of the thermostat and excluding thermal artifacts that could compromise protein—protein
interactions.

Total potential energy (U) steadily decreased and stabilized between —1,088,495 and —
1,110,253 kcal/mol, indicating a progressively favorable energetic state. Van der Waals
and electrostatic contributions (Ua) followed a similar trend, suggesting persistent
attractive forces anchoring the complex.

While pressure (P) fluctuated from 98 to 248 atm, as expected under explicit solvent and

NPT ensemble conditions, no abrupt transitions were observed, indicating volumetric and
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structural consistency. System volume (V) ranged from 2970 to 3100 nm?, consistent with
physiological isotropic expansion.

The RMSD values, which quantify atomic deviations from the initial structure, showed
clear convergence after approximately 600-700 ps, stabilizing thereafter. This plateau
indicates that the PNMA3-RASSF2 complex reached conformational equilibrium,
maintaining local flexibility without compromising key interaction interfaces. Additional
parameters such as atomic velocity and box dimensions remained consistent, with no
significant distortions.

Collectively, these results confirm that the PNMA3—-RASSF2 complex retains structural
integrity and dynamic stability throughout the 100 ns trajectory. These findings reinforce
the docking predictions of a strong, specific interaction, particularly at the SARAH
domain of RASSF2. The MD data strongly support the hypothesis that PNMA3 can stably
bind and potentially sequester RASSF2, preventing its association with MST1/2 kinases
and thereby impairing Hippo pathway activation, a mechanism that may underlie
apoptotic resistance in cervical cancer. Notably, the absence of conformational drift,
cavity collapse, or dissociation during the simulation validates the biophysical plausibility

of the modeled complex.

Comparative Ligand Analysis and Identification of Selective Inhibitors

To identify potential selective inhibitors of PNMA3, a three-stage in silico strategy was
employed. First, molecular docking results across all predefined structural regions of
PNMA3 (Zinc Finger, DUMMIE1-3) and RASSF2 (SARAH, RAS, DUMMIE1-3) were
analyzed using R. The top ten ligands from each region, with binding scores (S) < -7.5
kcal/mol, were grouped according to their selectivity profiles: (i) compounds with strong
affinity for both proteins and (i1) compounds with high affinity exclusively for PNMA3
or RASSF2.

As shown in Figure 6, compounds such as Avanafil, Netarsudil, and Sacubitril were
frequently ranked among the top hits for both PNMA3 and RASSF2, indicating a non-
selective binding profile. These molecules, while thermodynamically favorable, also
interacted with the SARAH domain of RASSF2, a critical site for pro-apoptotic Hippo
signaling, making them unsuitable for disrupting the PNMA3-RASSF2 interaction

without unintended functional consequences.
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Figure 6. Comparative binding profiles of shared repositioning candidates targeting
PNMA3 and RASSF2.

COMMON DRUGS AMONG PNMAJ3 AND RASSF2 FOR REPOSITIONING

0
BindingSite
S_Dummie | PNMAY
B s Dummie1RassFa
S_Dummie2PNMAZ
B s CummieziassFz
5_Dummis3PhMA3
B s DummiesrassFz
B s mes mussez
B s samm_RassFa
. S_ZincFingerPNMAY

-9

1
L™

& SSCORE

JE R A A A S R R
.s""’fv"’f o o0 A

CHEMBL DRUG NAME

Bar plot showing docking scores of drugs like Avanafil and Netarsudil, which bind strongly to both
proteins, indicating non-selective interaction.

Conversely, Figure 7 highlights a subset of compounds, including Docusate sodium,
Aclidinium, Anagliptin, and Nebivolol, that demonstrated strong binding to PNMA3 (S
<-9.0 kcal/mol) but weak or negligible affinity for RASSF2 across all structural regions
(S >-6.0 kcal/mol).
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Figure 7. Binding profiles of exclusive repositioning candidates targeting PNMA3 or
RASSF2.
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A third analytical layer was introduced to refine the selection of candidate inhibitors
targeting PNMA3. Blind docking simulations were conducted across the entire molecular
surfaces of PNMA3 and RASSF2, unconstrained by predefined binding pockets. The goal
was to evaluate whether any high-affinity ligands bound near the protein—protein
interaction (PPI) interface previously identified between PNMA3 and the SARAH
domain of RASSF2. Notably, Nebivolol demonstrated a robust binding affinity (S = —
9.42 kcal/mol) to a solvent-accessible, topographically favorable region of PNMA3 that
spatially overlapped the predicted interaction surface. In contrast, no significant
interaction was observed between Nebivolol and RASSF2, including its functional

SARAH and RAS domains.

Figures 8A and 8B depict the intermolecular interactions of the PNMA3—Nebivolol
complex in two and three dimensions, respectively. The 2D schematic (Figure 8 A) reveals

a rich interaction network: Nebivolol forms hydrogen bonds with Asp181, Glu280, and
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Pro273, alongside a strong electrostatic interaction with Arg277. Additional polar
contacts involve Glu244, Pro242, and GIn276, creating a chemically favorable
environment for ligand stabilization. The 3D visualization (Figure 8B) highlights
Nebivolol's optimal fit within a structurally defined cavity, exhibiting excellent shape
complementarity and precise cavity occupation. This pocket, enriched in polar and
charged residues, supports both the stability of the interaction and the potential for
allosteric modulation of PNMA3 function.

Figure 8. Molecular interactions between Nebivolol and PNMA3.
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(A)Two-dimensional schematic representation of the binding interactions. Nebivolol forms hydrogen

bonds with Asp181, Glu280, and Pro273 (green dashed lines), and an electrostatic interaction with Arg277.
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The binding cavity is enriched with polar and charged residues (e.g., Glu244, Asn281), offering a
chemically favorable environment for ligand anchoring. (B) Three-dimensional visualization of Nebivolol
(in green) docked within the DUMMIEI site of PNMA3. Key interacting residues are shown in stick
representation and labeled. Hydrogen bonds are indicated by blue dashed lines. The spatial arrangement

highlights strong shape complementarity and optimal positioning of Nebivolol within the pocket.

Critically, Asp181, a residue previously implicated in mediating the PNMA3—-RASSF2
interface, is directly involved in hydrogen bonding with Nebivolol. This observation
suggests that the compound may sterically hinder complex formation, preventing
PNMA3 from sequestering RASSF2 and thereby restoring RASSF2's ability to interact
with MST1/2 kinases and activate the Hippo pathway.

Importantly, across all tested docking regions of RASSF2 (RAS, SARAH, DUMMIE1—
3), Nebivolol consistently yielded binding scores above —6.0 kcal/mol, indicating
thermodynamically unfavorable or unstable interactions. The absence of interaction in
the SARAH domain is particularly significant, as it confirms that Nebivolol does not
interfere with the apoptotic signaling cascade mediated by RASSF2.

From a pharmacological standpoint, Nebivolol is a clinically approved B1-adrenergic
receptor antagonist with a well-established safety and pharmacokinetic profile. Its nitric
oxide-potentiating vasodilatory properties are well documented in cardiovascular
medicine, providing a solid translational basis for its repurposing. The combination of its
structural selectivity, thermodynamic stability, and clinical viability makes Nebivolol a
compelling candidate for further exploration in oncology, particularly for tumors

exhibiting PNMA3 overexpression and resistance to apoptosis.

In summary, Nebivolol emerges as a structurally and functionally selective inhibitor of
PNMA3. By targeting a functionally relevant interface without engaging RASSF2, it
holds promise for reactivating Hippo pathway signaling in therapy-resistant cervical

cancer cells.

Discussion
The findings presented in this study are consistent with current literature regarding the
regulation of the Hippo signaling pathway and the molecular mechanisms underlying

apoptotic evasion in cervical cancer (CC), particularly in the context of resistance to
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chemoradiotherapy. Previous studies have established the role of RASSF2 as a critical
mediator of MST1/MST2 kinase activation through its SARAH domain (Matallanas et
al., 2007; Fallahi et al., 2016). In this context, the steric hindrance of this domain by
PNMA3, as demonstrated in the simulations conducted herein, reinforces the hypothesis
that PNMA3 overexpression in non-responsive patients directly impairs the formation of
the RASSF2-MST2 complex, thereby disrupting pro-apoptotic Hippo signaling.

This functional blockade is further supported by previously published crystallographic
data, which describe the SARAH domain as a highly conserved region crucial for
dimerization between RASSF2 and MST1/MST2 (Guo et al., 2019). The topological
overlap of contact residues identified in PNMA3-RASSF2 and RASSF2-MST2
interactions suggests a competitive mechanism in which PNMA3 acts as a direct inhibitor
of this functional interface. This observation aligns with studies linking Hippo pathway
dysregulation to aggressive, treatment-resistant tumor phenotypes (Harvey et al., 2013).
Within this framework, the identification of compounds with selective affinity for
PNMA3 and minimal interaction with RASSF2 emerges as a promising strategy for

therapeutic drug repositioning.

Conclusion

This study presents preliminary evidence supporting the hypothesis that PNMA3
overexpression contributes to apoptotic evasion in cervical cancer (CC) by interfering
with the formation of the functional complex between RASSF2 and MST1/MST2
kinases. The in silico analyses indicated that PNMA3 can bind with high affinity to the
SARAH domain of RASSF2, occupying a critical interface required for activation of the
Hippo signaling pathway. Additionally, the comparative screening of approved drugs
identified Nebivolol as the leading candidate for selectively modulating the PNMA3—
RASSF?2 interaction. This compound exhibited strong binding affinity to PNMA3 (S =
—9.42 kcal/mol) and minimal interaction with RASSF2, including in key functional
regions such as the SARAH domain, reinforcing its feasibility as a targeted therapeutic
agent. Taken together, the data presented here not only elucidate a potential mechanism
of therapeutic resistance in CC patients but also propose a promising candidate for
rational drug repositioning. Nebivolol emerges as a highly selective therapeutic
alternative, with the potential to restore apoptotic signaling and reverse refractory disease
phenotypes. These findings are expected to encourage future experimental and clinical

studies aimed at validating the functional efficacy of this innovative strategy in the
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oncological setting.
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4. Conclusao

Por meio de modelagem molecular, docking e simulagdes de dinamica molecular,
esse estudo mostra a existéncia de uma interagdo estavel entre as proteinas PNMA3 e
RASSF2. Esta interagdo ocorre preferencialmente na regido do dominio SARAH de
RASSF2, essencial para a ativacao das quinases MST1/MST2 na via Hippo. A formagao
do complexo PNMA3-RASSF2 pode, portanto, representar um mecanismo funcional de
evasdo apoptdtica em pacientes com cancer cervical uterino resistentes a

quimiorradioterapia, ao impedir o recrutamento e ativacao dessa cascata sinalizadora.

A partir dessa hipdtese, foi conduzida uma estratégia de triagem virtual e
reposicionamento de farmacos, com multiplas etapas analiticas: identificagdo de
compostos com afinidade compartilhada entre PNMA3 e RASSF2, selecdo de ligantes
exclusivos para PNMA3 e, por fim, docking cego com analise cruzada das superficies
funcionais. Filtros sucessivos de afinidade, seletividade e sobreposi¢do com a interface

de interagdo orientaram a escolha do candidato mais promissor.

Dentre os compostos avaliados, Nebivolol se destacou por apresentar elevada
afinidade pela superficie funcional de PNMA3, sem interagir com nenhuma das regioes
avaliadas de RASSF2, incluindo o dominio SARAH. As simulagdes de dinamica
molecular confirmaram a estabilidade estrutural do complexo PNMA3-RASSF2 ao
longo do tempo, com preservagdao dos principais contatos intermoleculares e um perfil
conformacional compativel com uma interagao funcional. Esses achados reforcam a
hipotese de que a ligacdo entre essas proteinas pode interferir na via Hippo, promovendo
evasao da apoptose. Assim, fairmacos capazes de competir com essa interface como o
Nebivolol podem representar uma estratégia promissora para restaurar a sinalizagdo pro-

apoptotica.

89



Dessa forma, este estudo propde nao apenas um novo modelo funcional de
interferéncia molecular na via Hippo, mas também apresenta um candidato a farmaco
reposicionado, cuja atuacao seletiva pode justificar futuras investigacdes in vitro € in vivo.
A integracdo entre docking, dindmica molecular e andlise comparativa entre proteinas
reforga a aplicabilidade de abordagens computacionais para o direcionamento racional de

terapias no contexto do cancer resistente ao tratamento convencional.
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