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RESUMO

O câncer cervical (CC) é considerado o terceiro câncer com maior índice de

mortalidade (342 mil óbitos por ano) entre as mulheres no mundo. Seu

desenvolvimento está atrelado a infecção pelo Papilomavírus Humano (HPV), que

pode promover a formação de lesões intraepiteliais escamosas (LIE) de baixo

(LIEBG) e alto grau (LIEAG) precursoras do câncer cervical. O diagnóstico precoce,

o uso de preservativos e a vacinação contra o HPV são medidas preventivas contra

a ocorrência da doença. No entanto, a adesão do público feminino ao preventivo

citopatológico (conhecido popularmente como papanicolau) é abaixo do esperado

devido a diferentes fatores, o que dificulta o diagnóstico das lesões precursoras.

Devido a isso, metodologias alternativas menos invasivas estão sendo pesquisadas,

dentre as quais inclui-se a biópsia líquida. Dentro deste contexto, as vesículas

extracelulares (VEs) são estruturas presentes em todos os fluidos biológicos, tendo

em seu conteúdo diferentes biomoléculas, incluindo RNAs não codificantes como os

RNAs circulares (circRNAs). Dentre estes, que podem estar envolvidos com a

progressão tumoral, o circRNA translocação variante do plasmocitoma 1 (PVT1), já

foi previamente relacionado à tumorigênese do CC. Dessa forma, este trabalho teve

como objetivo realizar uma revisão integrativa da literatura, sistematizando e

sumarizando o conhecimento atual acerca do circPVT1 como biomarcador de CC na

forma de biópsia líquida a partir de exossomos (uma classe de VEs). Para isso,

utilizou-se a metodologia de Bardin (2011), classificando os trabalhos obtidos para

os descritores “circRNA”, “circRNA PVT1”, “circRNA PVT1 cancer”, “circRNA PVT1

cervical cancer”, “circRNA PVT1 vesicles”, “circRNA PVT1 cervical cancer vesicles”

e “circRNA liquid biopsy cervical cancer”, a partir dos bancos de dados PubMed,

ScienceDirect e Web of Science. A revisão integrativa da literatura foi eficaz em

expor trabalhos acerca do objetivo proposto, sendo viável a categorização dos

estudos. A partir dos estudos avaliados (n = 84) foi possível indicar a aplicabilidade

do circPVT1 como um biomarcador de câncer cervical a partir de vesículas

extracelulares, incentivando a condução de trabalhos que procurem corroborar tal

potencial.

Palavras chaves: câncer de colo de útero; RNA circular não codificante PVT1;

exossomos.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is considered to be the cancer with the third highest mortality

rate (342,000 deaths per year) among women worldwide. Its development is linked

to infection by the Human Papillomavirus (HPV), which can lead to low- and

high-grade precancerous cervical lesions, until cancer is established. Early

diagnosis, the use of condoms, and vaccination against HPV are preventive

measures against the occurrence of the disease. However, female adherence to pap

smears (cytopathology evaluation) is low due to socioeconomic, cultural, and

religious factors that make it challenging to diagnose precancerous lesions. Taking

this into account, alternative non-invasive methodologies are being implemented

(e.g., liquid biopsy using extracellular vesicles). These molecules are found in all

biological fluids and contain different biomolecules that may be linked to tumor

progression — including non-coding RNAs, such as circular RNAs (circRNAs). For

example, the circRNA plasmacytoma variant translocation 1 (PVT1) has been linked

to tumorigenesis of CC. Therefore, we aimed to conduct an integrative literature

review on the genetic basis of cellular processes involving circPVT1 and its potential

applicability on liquid biopsy for CC screening, focusing on circPVT1 in exosomes, a

class of EVs. Bardin's (2011) methodology was used to classify the papers selected

by the descriptors "circRNA", "circRNA PVT1", "circRNA PVT1 cancer", "circRNA

PVT1 cervical cancer", "circRNA PVT1 vesicles", "circRNA PVT1 cervical cancer

vesicles”, and "circRNA liquid biopsy cervical cancer" in the PubMed, ScienceDirect,

and Web of Science databases. This work effectively exposed papers regarding our

proposal, and it was feasible to categorize them. Thus, it was possible to measure

the applicability of circPVT1 as a biomarker for cervical cancer in extracellular

vesicles.

Key words: cervical cancer; circular non-coding RNA PVT1; exosomes.
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1. INTRODUÇÃO

O câncer cervical (CC), conhecido também como câncer de colo de útero

(CCU), está entre um dos principais tumores ginecológicos em mulheres,

considerado como sendo o terceiro câncer de maior incidência e letalidade, com 604

mil casos de mulheres diagnosticadas e 342 mil óbitos entre a população feminina

por ano, segundo o último senso (OMS, 2020). De acordo com a incidência deste,

em países subdesenvolvidos ou em desenvolvimento de certas regiões da África,

América Latina e Ásia, o índice ocupa o segundo lugar de prevalência e

mortalidade, posteriormente ao câncer de mama (Dantas, 2022).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), foram estimados

16.590 novos casos de câncer cervical por ano, com alterações de incidência entre

as regiões brasileiras (Santos et al., 2023). Devido a desigualdades

socioeconômicas e culturais entre as regiões nacionais, o acesso aos serviços de

saúde de prevenção, tratamento, diagnóstico e rastreamento clínico, são

comprometidos, impossibilitando ou dificultando a realização do diagnóstico precoce

e tratamento do CC (Barbosa, 2016). As regiões de maior incidência de câncer

cervical no Brasil são a região Norte com uma incidência estimada de 26,24 casos a

cada 100 mil mulheres (26,24/100 mil) e Nordeste com uma incidência de 17,59

casos para 100 mil mulheres (17,59/100 mil) (INCA, 2023).

O CC é causado principalmente pela infecção persistente pelo

Papilomavírus Humano (HPV), considerado uma das infecções sexualmente

transmissíveis (ISTs) mais frequentes em virtude da alta prevalência desta infecção

em diferentes regiões do mundo. Porém na maior parte dos casos (2% a 5%) a

infecção não evolui e regride espontaneamente (Ataides et al., 2010; Carvalho et al.,

2020). Estima-se que cerca de 80% das pessoas sexualmente ativas, tanto homens

como mulheres, serão infectadas pelo vírus em algum momento de sua vida.

Apresenta diversos tipos, sendo as variantes oncogênicas HPV-16 e HPV-18 as

mais ocorrentes na maioria dos casos diagnosticados (Nunes et al., 2021). O HPV

promove a infecção da pele e mucosas, causando a formação de lesões transitórias,

no tecido cervical, que podem, por meio de uma alteração celular, desencadear o

desenvolvimento do câncer cervical. Ainda, é importante ressaltar que o vírus pode
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ser transmitido de outras formas além da transmissão sexual, sendo elas por

secreção salivar, contato com objetos (médicos ou odontológicos) contaminados e

transmissão vertical durante o parto ou gestação (Santos et al., 2013). As lesões

possuem diferentes tipos (verrugas comuns ou condiloma) e texturas (granulares ou

verrucosas) e podem ser únicas ou múltiplas (Silva et al., 2018).

Estudos apontam que, no Brasil, cerca de 9 a 10 milhões de pessoas sejam

contaminadas pelo HPV e que ocorram cerca de 700 mil novos casos por ano (Silva

et al., 2018). Até o presente já foram descritos mais de 200 tipos deste vírus de

DNA, sendo estes separados entre potencial oncogênico de baixo (6, 11, 40, 42, 43,

44, 54, 61, 70, 81 e 89 - sendo 6 e 11 responsáveis por 90% dos casos de verrugas

genitais) e alto grau (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82), com

os tipos 16 e 18 mais ocorrentes nos casos de CC (Fedrizzi et al., 2011; Carvalho et

al., 2020). O principal método de diagnóstico e rastreio da infecção pelo HPV é o

exame preventivo Papanicolau (BVSMS, 2011).

As lesões cervicais precursoras (pré-cancerosas) mostram-se em diferentes

graus evolutivos, as quais devem ser tratadas de acordo com o seu nível.

Denominadas de Neoplasias Intraepitelial Cervical (NIC) e divididas em três níveis -

NIC I (baixo grau), NIC II e NIC III (ambas de alto grau) - estas são determinadas

pela histopatologia cervical e se apresentam de forma assintomática, na maioria das

vezes (FIGURA 1) (INCA, 2016).

FIGURA 1 - PROGRESSÃO DAS LESÕES NO ENDOCÉRVIX
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FIGURA 1. Representação esquemática das lesões pré-cancerosas do câncer cervical, ocasionadas

pela infecção pelo HPV. O HPV infecta as células basais no epitélio cervical. Após a infecção viral os

genes do vírus (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) promovem a propagação do HPV. Nas camadas superiores

(superficial e suprabasal) os genes virais são replicados mais intensamente, promovendo a

expressão dos genes L1 e L2 os quais promovem a montagem e liberam a partícula viral, gerando

novas infecções no epitélio. Com a infecção persistente do HPV pode ser potencializada a integração

do genoma viral ao núcleo do hospedeiro (células vermelhas) gerando a progressão tumoral. Fonte:

Adaptado de WOODMAN (2007); OLIVEIRA (2014).

Em países que incluíram o programa vacinal anti-HPV, as cepas 16 e 18 do

HPV diminuíram significativamente em 85% em meninas de 13 a 19 anos e 65% em

mulheres de 20 a 24 anos (Drolet et al., 2019). No momento, existem três vacinas

para o combate ao HPV: a vacina bivalente (2vHPV), quadrivalente (4vHPV) e

nonavalente (9vHPV). No Brasil, a cobertura vacinal contra o HPV é realizada

principalmente pela vacina quadrivalente que protege contra os HPVs de baixo risco

(6 e 11), que causam verrugas anogenitais, e de alto risco (16 e 18), que causam

câncer de colo uterino, de pênis, anal e oral, a qual é oferecida gratuitamente pelo

Sistema Único de Saúde (SUS), recomendada para meninas de 9 a 14 anos,

meninos de 11 à 14 anos e adultos imunossuprimidos ou pacientes oncológicos de

até 45 anos, pacientes adultos sem comobirdade só podem receber a vacina em

clínicas particulares (Brasil, 2022). Por outro lado, a vacina bivalente é apenas

ofertada em centros particulares de vacinação, para a faixa etária entre 10 a 25

anos de idade. As três vacinas são eficazes no combate às cepas oncogênicas

(HPV-16 e HPV-18) (Wendland et al., 2021). Em março de 2023, foi aprovada a

aplicação da vacina nonavalente, na proteção contra o HPV, para o público alvo de

9 a 45 anos de idade. No entanto, até o momento apenas algumas clínicas

particulares estão aplicando a vacina no país (Blanes, 2023).

A infecção cervical pelo vírus é muito corriqueira, estudos afirmam que

cerca de 80% de mulheres sexualmente ativas irão adquirir este vírus em algum

momento de suas vidas (INCA, 2023). O câncer decorre ce alterações celulares não

tratadas, após a infecção persistente por HPV oncogênico. Na maioria dos casos

relatados, há a possibilidade de cura, sendo que apenas a contaminação pelo vírus

não é autossuficiente para gerar o câncer de colo de útero (INCA, 2023). A forma de

identificação destas alterações, que consequentemente indicam a infecção viral, é

realizada principalmente pelo exame preventivo citopatológico de colo de útero,
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conhecido popularmente como Papanicolau. Deste modo, a avaliação periódica com

ginecologista para a realização deste exame é de suma importância (Gomes, 2022).

O exame Papanicolau deve ser realizado de forma rotineira, principalmente

entre mulheres de 25 anos a 59 anos de idade. Após a realização de dois exames

anuais com resultados negativos, o exame pode ser realizado de três em três anos

por qualquer mulher que já tenha tido relações sexuais e possua entre 25 a 59 anos

de idade (Santos, 2013; INCA, 2021). É considerado a principal forma de rastreio

dos casos de CC, em virtude da sua eficácia significativa de reconhecimento com

alta especificidade de citologia (80%) e baixo custo, apresentando uma

sensibilidade entre 50% e 65% (INCA, 2006). Este detecta potenciais alterações nas

células do colo do útero, que possam prenunciar a existência de lesões precursoras

do CC; lesões invasivas se desenvolvem e evoluem a partir das células precursoras

de tumor (Castro, 2010). A técnica do preventivo resume-se no esfregaço vaginal,

nas áreas da ectocérvice (com o auxílio da espátula de ayre) e endocérvice (com

uma escova endocervical) (DB, 2013).

Uma alternativa ao teste citopatológico é a implementação do teste

DNA-HPV, o qual apresenta uma eficácia maior quando comparado ao Papanicolau.

Esta metodologia possibilita o rastreio de lesões precursoras de CC e estágio inicial

do câncer. Segundo a OMS, este teste deve ser implementado como substituto do

Papanicolau, em países que apresentarem recursos financeiros significativos para

essa troca (OMS, 2013). Em seu estudo, Texeira et al. (2022) foram os primeiros a

realizar uma investigação comparativa entre a eficácia de rastreio do teste

citopatológico (20.284 testes realizados) e do teste DNA-HPV (16.384 testes

aplicados) no Brasil. Após quase três anos de estudo, o teste DNA-HPV expôs uma

cobertura populacional de rastreio, entre mulheres de 25 a 64 anos, muito superior

ao citopatológico, resultando em um percentual de 99,5% contra 78% do

Papanicolau. No entanto, é necessário um maior investimento governamental, para

a possível aquisição destes testes e implementação destes no SUS (Teixeira et al.,

2022).

Outra potencial forma para rastreio e diagnóstico do CC seria através das

biópsias líquidas, as quais estão sendo investigadas devido a sua qualidade para

serem usadas em diagnósticos e rastreamento do CC (Cafforio et al., 2021). Esta

estratégia é um método não ou menos invasivo, com potencial de ressaltar a

heterogeneidade presente nos tumores primários e, dessa forma expor
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características cancerosas nos diferentes estágios, a partir da utilização de

amostras de fluidos como sangue e urina, ou também de amostras de secreção.

Estes fluidos podem ser usados para a identificação de potenciais biomarcadores

livres circulantes (CTCs, ctDNA) ou em vesículas extracelulares (Cafforio et al.,

2021; Wu et al., 2023).

As vesículas extracelulares (VEs) atualmente têm chamado a atenção de

pesquisadores em virtude da sua potencial aplicação no diagnóstico pela biópsia

líquida, pois estas são liberadas em diferentes tipos de fluidos biológicos e realizam

a importante função de comunicação intercelular (Babelman et al., 2018). Estas

moléculas possuem diferentes características morfológicas e proteicas entre si,

comportam diferentes tipos de biomoléculas como ácidos nucléicos, proteínas e

lipídeos e este conteúdo pode diferir, dependendo da sua célula parental, podendo

esta ser uma célula parental cancerosa. Logo, RNAs não codificantes (ncRNAs)

provenientes de células tumorais, podem ser transportados por exossomos (um tipo

de VE) para outros tecidos, aumentando a sua capacidade de metástase, como

ocorre em casos de CC (Sanchéz et al., 2021).

O RNA longo não codificante PVT1 (Translocação de Variante do

Plasmocitoma 1) é um lncRNA que atua na tumorigênese de diferentes tipos de

cânceres, incluindo a progressão do CC, após a contaminação pelos tipos

oncogênicos HPV-16 e HPV-18 (He et al., 2020). Este IncRNA possui uma variante

circular (circPVT1), a qual também opera em processos cancerígenos (Zeng et al.,

2021). Devido a sua conformação circular, o circPVT1 é mais resistente a

procedimentos deletérios, como degradações, logo estimula de forma ativa o evento

de transição epitélio-mesenquima (EMT), pois é transportado com mais facilidade

pelas vesículas extracelulares nos fluidos biológicos, aumentando a progressão

tumoral do câncer cervical (Bhat et al., 2018; Ran et al., 2022).

2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Revisões bibliográficas integrativas são metodologias utilizadas para avaliar o

impacto e a relevância acadêmica de estudos científicos sobre um determinado

tema, de uma maneira evidente e acessível. Este método permite a visualização e

apuração da evolução da produção científica, de uma temática específica, expondo

ao mesmo tempo os campos emergentes sobre esta área. Vários pesquisadores
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utilizam a revisão integrativa para diversos objetivos, como encontrar tendências

emergentes em estudos recentes, padrões de pesquisas realizadas, entre outros

fatores de análises (Donthu et al., 2021). Dessa forma, a revisão bibliográfica

integrativa é útil para definir e esquematizar estudos científicos cumulativos, de

forma rigorosa e assim promover a construção de bases sólidas e o

desenvolvimento de um determinado campo de pesquisa, de forma significativa

(Huang et al., 2022).

A partir da hipótese de que o RNA circular não codificante PVT1,

preliminarmente correlacionado à proliferação do câncer cervical, pode ser utilizado

como um biomarcador de CC, devido a sua capacidade de ser transportado pelos

fluídos biológicos a partir do seu empacotamento no interior de vesículas

extracelulares (exossomos), foi realizada uma revisão bibliográfica integrativa. O

objetivo foi investigar sobre os processos celulares genéticos envolvendo o

circPVT1 e os mecanismos de atuação deste RNA na oncogênese, com o intuito de

analisar a utilização deste ncRNA como um potencial biomarcador de CC, a partir

da investigação de estudos acerca da regulação deste ncRNA na tumorigênese do

câncer cervical. Junto a isso, buscou-se avaliar a sua potencialidade de ser

encontrado em vesículas extracelulares circulantes (exossomos) de diferentes tipos

de fluídos biológicos, de pacientes com CC, em conjuto com a verificação de

estudos a respeito da eficácia da implementação da metodologia alternativa de

diagnóstico menos invasivos (biópsia líquida).

3. MATERIAIS E MÉTODOS

O material científico associado a verificação do circPVT1 como um potencial

biomarcador de câncer cervical foi mapeado (novembro de 2023) por meio de uma

revisão integrativa de literatura. A metodologia visa sintetizar a compreensão junto à

implementação da aplicabilidade da teoria analisada na prática, a partir da utilização

de plataformas de publicações científicas e motores de busca eletrônicos

ScienceDirect (sciencedirect.com), Pubmed (pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) e Web of

Science (webofscience.com). O descritor “circRNA” foi retirado da plataforma online

de palavras-chaves MeSH (Medical Subject Headings), voltada para trabalhos da

área das Ciências da Saúde. Em seguida, o descritor principal foi incorporado aos

epítetos em inglês “PVT1”, “PVT1 cancer”, “ PVT1 cervical cancer”, “PVT1 vesicles”,
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“PVT1 cervical cancer vesicles” e “liquid biopsy cervical cancer” como descritores

secundários, gerando os seguintes termos utilizados “circRNA PVT1”, “circRNA

PVT1 cancer”, “circRNA PVT1 cervical cancer”, “circRNA PVT1 vesicles”, “circRNA

PVT1 cervical cancer vesicles” e “circRNA liquid biopsy cervical cancer”.

3.1 Método de Bardin

A revisão integrativa foi realizada a partir da técnica da análise de conteúdo,

uma metodologia bastante comum no meio científico, por meio da utilização da

teoria presente no livro Análise de Conteúdo (2011), da professora francesa

Laurence Bardin, referência na área das análises qualitativas e quantitativas. Este

processo é um agregado de técnicas de análises sistemáticas de materiais, que tem

como objetivo avaliar potenciais indicadores quantitativos ou não acerca de

variáveis pré-selecionadas para uma determinada temática. O método de Bardin foi

efetuado em três fases distintas: pré-análise, fase na qual foi organizado o desenho

teórico-experimental da temática a ser pesquisada junto aos procedimentos que

seriam efetuados durante a pesquisa; exploração do material, etapa na qual os

documentos escolhidos foram dispostos frente a seleção das classificações das

variáveis a serem avaliadas e analisadas; e avaliação dos resultados, etapa final na

qual os resultados foram interpretados e validados, a partir dos estudos

encontrados.

Os materiais encontrados foram escolhidos e classificados em planilhas

(software Microsoft Excel) com relação ao resumo e textos disponibilizados nos sites

eletrônicos de busca científica pré-selecionados, dos quais foram salvos os títulos

do trabalho e o endereço digital deles. Estes foram ordenados por grupos, para

cada descritor e banco de dados, utilizando-se a plataforma endNote (Thomson

Reuters Corporation, Canadá), para uma melhor organização, identificação e

exclusão de todos os trabalhos que possuíam duplicatas ou eram referentes a livros.

As propriedades de estudo avaliadas para a variável categórica nominal foram: tipo

do estudo, país de estudo, tipo de câncer, tipo de fluido e/ou material biológico

analisado e mecanismo de ação do RNA. Já para a variável ordinal: estágio do

câncer avaliado. Variável dicotômica: refere-se ao câncer cervical, refere-se ao uso

de vesículas extracelulares e é favorável para o objetivo de pesquisa. Por fim, para
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a variável contínua foi determinada a seguinte característica: ano de publicação da

pesquisa.

Para todos os descritores selecionados foram utilizados e catalogados os 100

primeiros artigos disponibilizados no site de busca, não sendo usados livros e

citações. No caso de duplicatas, foram selecionados os trabalhos provenientes dos

descritores com menos dados encontrados e para a plataforma com menor número

de artigos. A partir dos resultados encontrados, foram elegidos os trabalhos

considerados úteis para a pesquisa desta monografia.

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Trabalhos disponíveis

Revisões integrativas da literatura são importantes ferramentas para

verificação das produções científicas de uma determinada área por um período de

tempo específico (Huang et al., 2022). Este tipo de metodologia ganhou mais

popularidade e reconhecimento devido ao desenvolvimento de diversas tecnologias

acessíveis de pesquisa, como softwares e os bancos de dados. Junto a isso, a

utilização das revisões integrativas promove a possibilidade de trabalhar com

grandes volumes de dados científicos, resultando na produção de um alto impacto

investigativo (Donthu et al., 2021).

Os artigos científicos relacionados ao mecanismo de ação do circPVT1 em

câncer cervical foram estruturados e classificados a partir de uma revisão integrativa

da literatura em conjunto com a metodologia de análise semântica de conteúdo de

Bardin (2011). A esquematização científica foi efetuada para três plataformas de

banco de dados de pesquisas científicas, sendo registrados o número total de

trabalhos disponíveis para cada descritor pré-selecionado (TABELA 1), a quantidade

de estudos resgatados para a pesquisa (TABELA 2) e o número total de artigos

conceituados como úteis para a investigação proposta (TABELA 3), a partir do

número inicial total de trabalhos avaliados (100) para cada descritor.
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TABELA 1 - ESTUDOS TOTAIS DISPONÍVEIS NOS TRÊS BANCOS DE DADOS PARA CADA
DESCRITOR

Distribuição total de trabalhos disponíveis, nos três bancos de dados selecionados.Foram
encontrados 22.351 trabalhos na plataforma Pubmed, 6.091 no ScienceDirect e 7.395 estudos no
Web of Science. Fonte: A autora (2023).

Dos 35.837 trabalhos disponibilizados para cada descritor, nas três

plataformas utilizadas, apenas 828 foram recuperados, como é mostrado na

TABELA 2. Foram selecionados os 100 primeiros artigos, para os descritores que

apresentaram mais de 100 trabalhos. Duplicatas entre os descritores e os bancos

de dados foram eliminadas, mantendo o trabalho no banco de dados e descritor que

gerou menos resultados. Além disso, capítulos de livros também foram excluídos de

todos os descritores.

TABELA 2 - ESTUDOS RECUPERADOS

Distribuição dos 100 primeiros artigos selecionados para cada descritor, em cada plataforma, após a
exclusão de duplicatas e livros. Fonte: A autora (2023).

Após a aplicação dos critérios de elegibilidade, foram eliminados artigos que

não tratavam sobre investigações sobre o circPVT1, não se referiam a sua

potencialidade como biomarcador tumoral ou que não eram a respeito do câncer

cervical. Após isso, foram lidos os títulos e resumos das pesquisas para serem

selecionadas como “úteis”.

A partir disso, dos 828 estudos recuperados, apenas 84 trabalhos foram

categorizados como relevantes (TABELA 3), para o objetivo proposto da pesquisa, e

classificados conforme as variáveis de interesses estabelecidas. Foram

considerados como relevantes os diferentes trabalhos que abordaram a biogênese e

mecanismo de ação dos circRNAs, estudos que expuseram a potencialidade do
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circPVT1 como um biomarcador de CC e outras neoplasias e sua expressão em

vesículas extracelulares e, por fim, trabalhos que investigaram o uso da

implementação da biópsia líquida no câncer cervical, como forma de diagnóstico, a

partir da análise com circRNA, incluindo o PVT1. Com base nisso, todos os 84

estudos considerados como relevantes foram lidos na íntegra para execução da

revisão.

TABELA 3 – NÚMERO DE ESTUDOS CONSIDERADOS RELEVANTES PARA A REVISÃO.

Estudos categorizados como ”relevantes” para o presente estudo, após a implementação dos
critérios de seleção. Fonte: A autora (2023).

A partir dos bancos de dados utilizados, observou-se que a plataforma

PubMed foi a que expôs a maior quantidade de trabalhos disponíveis (62,3%),

principalmente para o descritor “circRNA” (61,9%), seguida pela plataforma Web of

Science (20,6%) e ScienceDirect (16,9%) (TABELA 1). Em contrapartida, para os

estudos recuperados, a plataforma ScienceDirect foi a que apresentou a maior

disponibilidade de artigos (59,5%), quando comparada com as demais plataformas,

PubMed (22,2%) e Web of Science (18,2%) (TABELA 2).

Além disso, o banco de dados ScienceDirect resultou na maior quantidade de

estudos considerados relevantes (60,7%), seguido do PubMed (20,2%) e Web of

Science (19,04%) (TABELA 3). Semelhante a isso, Tober (2011) encontrou mais

estudos, referente a área das ciências da saúde na plataforma PubMed, ressaltando

que este banco de dados é fundamental para a realização de pesquisas amplas e

aprofundadas em tópicos específicos das ciências médicas. Salientando ainda que

o ScienceDirect promove uma ordenação dos resultados para cada descritor por

ordem de relevância, gerando uma maior quantidade de resultados para tópicos

mais específicos, como observado para os dados gerados.

Em relação aos resultados obtidos pela plataforma Web of Science, Falagras

(2007) menciona que recuperou uma quantidade menor de trabalhos, quando

comparada com o PubMed, resultado que pode ser explicado devido ao fato de que
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este banco de dados é uma plataforma paga, diferentemente da ScienceDirect e

PubMed. O descritor “circRNA” foi gerador da maior quantidade de estudos

disponibilizados em todas as plataformas (96,4%) (TABELA 1) e recuperados

(35,5%) (TABELA 2), no entanto obteve o segundo maior percentual de artigos

“úteis” (17,8%) (TABELA 3). Este fenômeno pode ser explicado pela generalização

conceitual deste termo em diferentes áreas de estudo, não somente na área da

saúde, como também na botânica e zoologia. Além disso, a elevada ocorrência dele

é comprovada pelo banco de dados MeSH, visto que o termo “circRNA” está

presente nos dados da plataforma, sendo caracterizado como um descritor.

O mesmo ocorreu para o descritor “circPVT1” o qual resultou em 1,28% para

trabalhos disponíveis (TABELA 1), 14,2% para recuperados (TABELA 2) e 13,09%

para estudos “úteis” (TABELA 3). Em contrapartida o descritor “circRNA PVT1

cancer” apresentou o maior percentual de trabalhos relevantes, 30,9% (TABELA 3),

porém em relação aos artigos disponíveis e aos recuperados exibiu a terceira maior

porcentagem, 1,18% (TABELA 1) e 13,2% (TABELA 2), respectivamente. Para os

descritores “circRNA PVT1 cervical cancer” (0,27%; 7,36%; 8,3%), “circRNA PVT1

vesicles” (0,41%; 12,1%; 9,5%), “circRNA PVT1 cervical cancer vesicles” (0,12%;

5,31%; 4,7%) e “circRNA liquid biopsy cervical cancer” (0,29%; 12,07%; 15,4%) para

os parâmetros disponíveis, recuperados e “úteis”, respectivamente.

Muitos trabalhos foram repetidos em mais de um descritor, principalmente na

plataforma ScienceDirect, o que explica a elevada quantidade de trabalhos

disponíveis nos descritores específicos para análise do circPVT1 como um

biomarcador de CC. Tober (2011) explica que o ScienceDirect recruta todos os

artigos que apresentem os termos de busca depositados na pesquisa, em diferentes

áreas como zoologia e botânica, o que gera abundância de trabalhos disponíveis.

Os RNAs circulares (circRNAs), descobertos há 40 anos, caracterizam uma

outra categoria específica de ncRNAs, estes desenvolvidos a partir de processos de

back-splicing, durante a transcrição, provocado por uma estrutura de stem-loop (ou

grampo), promovida pela presença de repetições de elementos Alu que cercam o

exon 2 do gene PVT1 (Kristensen et al., 2018; Jeck et al., 2013; Traversa et al.,

2022). Devido a isso, inicialmente foram julgados como subprodutos de erros de

splicing de mRNA. A configuração circular se dá pela ligação covalente, entre as

fitas longas de RNA simples, logo os circRNAs não apresentam cauda poliA e nem
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polaridades 5’-3’, devido a formação das alças covalentes fechadas (Holdt et al.,

2018; Shen et al., 2021; Li et al., 2021).

A maioria dos circRNAs atua em vários processos biológicos, como a

diferenciação celular, homeostase tecidual, metabolismo de glicose das células,

formação de esteróides ovarianos e também atuam no desdobramento de doenças,

como o câncer, visto que muitos destes ncRNAs são gerados a partir de genes com

ação oncogênica (Van Der Steen et al., 2020; Traversa et al., 2022). A variante

hsa_circ_0009143 (circPVT1) é a mais expressa no câncer cervical, atuando na

estimulação do evento de EMT das células normais, promovendo a progressão

tumoral (Wang et al., 2020). Além disso, os RNAs circulares possuem uma maior

resistência a procedimentos de clivagem a partir de exonucleases, quando

comparados aos RNAs lineares, logo apresentam uma meia vida de 24 horas

enquanto o linear não excede 4 horas (Chen et al., 2017). A partir destes atributos,

este RNA atua de forma mais eficiente no processo de “esponjamento” molecular de

miRNAs, promovendo o silenciamento destes, como também nos eventos de

tradução de proteínas (Chen et al., 2020; Zeng et al., 2021).

4.2 Disposição das publicações por ano

Dentre os trabalhos considerados como “úteis”, pode-se observar que estes

foram publicados entre os anos de 2014 e 2023, apresentando um aumento no

número de publicações a partir de 2019 (GRÁFICO 1). O ano de 2022 expressou a

maior quantidade de publicações analisadas com 25%, em contrapartida, o período

de 2014 resultou no menor índice de publicações “úteis” com 1,19%. Além disso,

pode-se avaliar uma queda no número de publicações no ano de 2020 (10,7%),

ocasionado, provavelmente, em virtude da pandemia da Coronavírus.
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GRÁFICO 1 - ANO DE PUBLICAÇÃO DOS ESTUDOS

GRÁFICO 1: Distribuição do ano de publicação dos artigos considerados como úteis. O gráfico de
linhas expõe a quantidade de artigos avaliados (eixo y) em relação ao ano de publicação (eixo x).
Fonte: A autora (2023).

Nos últimos 9 anos, a produção de pesquisas envolvendo os circRNAs e o

circPVT1 aumentaram consideravelmente, principalmente dentro da área

oncológica. Os trabalhos sobre o mecanismo de ação dos circRNAs cresceram

gradativamente de 2014 à 2017, enquanto os trabalhos sobre a atuação do

circPVT1 em doenças genéticas começaram a ser desenvolvidos com abundância a

partir de 2019. Resultados que demonstram a utilização destes ncRNAs em análises

patológicas são extremamente recentes. Apesar dos trabalhos utilizando circRNAs

serem consideravelmente reduzidos, há vários aspectos que indicam a qualidade

destes como potenciais biomarcadores de cânceres. No seu estudo Chen et al.

(2016) identificaram pela primeira vez o circPVT1 em tecido de câncer gástrico, por

meio da técnica de RT-qPCR seguido de sequenciamento de Sanger. Após este

estudo, diversos outros documentos, envolvendo a investigação sobre o circPVT1

em neoplasias como câncer de mama, ovário, cervical, pulmão, além de

investigações neurológicas, entre outras doenças, foram publicados, principalmente

nos anos de 2021 e 2022. A distribuição das publicações de 2019 até o presente

momento (2023) ressalta a quantidade crescente de pesquisadores dispostos a

investigar a ação do circPVT1 em diferentes condições.
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4.3 Países de publicação

O câncer cervical é prevalente em países de condições socioeconômicas

instáveis, em decorrência da instabilidade na área da saúde, resultando na falta de

programas de rastreamento e controle da doença (Gomes et al., 2022). Além disso,

a falta de adesão de muitas pessoas à vacinação contra o HPV, principalmente de

meninas adolescentes, influencia diretamente no agravamento dos dados da

prevalência do câncer cervical nestas regiões (Wendland et al., 2021).

As pesquisas consideradas relevantes pertenciam a 12 diferentes países

(GRÁFICO 2), sendo a China a maior produtora científica, com 49 documentos

publicados (58,3%), seguida pelo Irã (15,4%), Índia (8,3%), Itália (4,7%) e Estados

Unidos (3,5%). Países como Israel, Espanha, Turquia, Paquistão, Portugal, Arábia

Saudita e Brasil, tiveram apenas um trabalho considerado como relevante (1,19%).

GRÁFICO 2 – PERCENTUAL DE TRABALHOS PUBLICADOS POR PAÍS DE PRODUÇÃO DOS

ESTUDOS
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GRÁFICO 2: Pesquisas classificadas como relevantes por país de publicação. O gráfico de setores
demonstra os 12 países de produção dos artigos considerados relevantes. Fonte: A autora (2023).

Apesar dos avanços na área, a produção de pesquisas acerca deste alvo

circular expõe o desequilíbrio presente entre os diferentes países. A China é a

nação que mais produziu trabalhos acerca do circRNAs em geral e do circPVT1.

Baseado nisso, Huang et al. (2022) explicaram que devido a elevada população do

país, os pesquisadores chineses possuem uma determinada vantagem de

equipamentos para produzir uma quantidade abundante de investigações. Apesar

disso, Huang et al (2022) ressalta que os pesquisadores ocidentais continuam

sendo mais influentes na área da oncologia. Segundo a ICO/IARC HPV Information

Center (2023), este resultado pode estar atrelado à alta incidência de casos de

câncer cervical no país por ano (1.097.41 casos por ano - 11,35 por 100.000

mulheres) e de mortalidade por ano (590.60 casos por ano - 3,42 por 100.000

mulheres) resultando no percentual de 17,6% casos na China, dos quais 69,1% são

decorrentes das variantes oncogênicas do HPV (HPV-16 e HPV-18). Segundo o

último censo da Globocan (2020), o CC é o sexto tipo de câncer mais frequente na

população chinesa, sendo o câncer de pulmão o mais recorrente. Junto a isso, Shen

et al. (2022) menciona que a incidência de casos entre pessoas mais jovens

aumentou de forma significativa no país de 1990 a 2019, segundo o autor, devido ao

desenvolvimento econômico, que resultou em uma maior exposição de mulheres

mais jovens ao HPV, em decorrência da primeira relação sexual mais cedo e sem

proteção, atrelado a falta de asseguramento de saúde pelo governo Chinês.

A Índia apresentou o terceiro maior percentual de publicações, o que pode

ser explicado devido à alta incidência de CC no país, 18,3%, com uma incidência de

123.907 casos por ano e mortalidade de 77.348 por ano, de acordo com os dados

de ICO/IARC HPV Information Center (2023). Segundo Sharma et al. (2019), o

câncer cervical é o segundo maior câncer incidente nas mulheres indianas, dado

que expressa a preocupação dos pesquisadores indianos em desenvolver melhores

terapias para reduzir essa estatística no país. Essa estimativa está relacionada ao

contexto sociocultural de desigualdades na Índia.

Fatores como religião, castas, nível de escolaridade, idade, riqueza familiar,

local de moradia e cobertura de saúde governamental são os mais influentes no

rastreio do câncer cervical nas mulheres indianas. Segundo Muthuramalingam

(2023), o percentual de rastreio no país é de apenas 2%, sendo mais elevado em
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mulheres de alta escolaridade e de riqueza familiar. Em seu estudo, é ressaltado

também que a faixa etária de diagnóstico no país está nas mulheres de 50 a 59

anos e não 35 a 44 anos como nos demais países, devido ao diagnóstico tardio das

mulheres indianas, visto que em 67,2% dos casos de diagnósticos iniciais, o CC já

se encontra em outros tecidos (metástase). Devido a isso, muitos estudos de

investigação acerca do CC estão sendo realizados, visando a produção de terapias

mais acessíveis frente as desigualdades presentes no país.

Dos documentos considerados ”relevantes”, apenas um foi produzido por

cientistas brasileiros. Em seu trabalho, Kulcheski et al. (2016) promoveram uma

revisão sobre as características gerais dos circRNAs e sua aplicabilidade em

terapias clínicas. Não existe até o presente momento (novembro de 2023), nenhum

trabalho brasileiro sobre a utilização do circPVT1 como um potencial biomarcador

de CC.

No Brasil, as diferentes características econômico-culturais regionais

influenciam no índice variado da doença. As diferentes condições de

desenvolvimento econômico entre as regiões, afetam o acesso das mulheres ao

sistema de prevenção, vacinação, diagnóstico e tratamento. Logo, mulheres com

piores condições sociais não conseguem sequer realizar um exame diagnóstico e,

consequentemente, não terão a oportunidade de fazer um tratamento adequado

(Barbosa et al., 2016). As diferenças de rastreio e tratamento são evidentes entre os

centros urbanos das regiões Sudeste e Sul, quando comparadas com as regiões

Norte e Nordeste, principalmente no interior destas, em decorrência da dificuldade

de acesso dos pacientes ao posto de saúde e, consequentemente, ao diagnóstico e

tratamento (Azevedo, 2011). Apesar de maiores dificuldades econômicas para

promover o tratamento adequado, a Região Nordeste possui uma adesão maior aos

testes preventivos com 1.460.808 exames realizados em 2021 (25,3%), quando

comparados com a Região Sul com 1.062.888 testes (18,4%). Já a Região Sudeste

possui o maior índice de adesão (43,2%) totalizando 2.495.435 testes aplicados e a

Região Norte, o menor (6,39%), com um total de 382.597 exames efetuados em

2021 (INCA, 2021).

Apesar da alta incidência de casos de câncer cervical, estimados no Brasil —

segundo o INCA, 17.010 mil novos casos em 2022 —, não foram encontrados

estudos brasileiros sobre essa condição ou qualquer outro estudo sobre a ação

deste RNA circular em outras malignidades cancerosas. No Brasil, até o momento,
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das poucas pesquisas que investigaram este circRNA, a maioria é referente a

estudos envolvendo doenças neurológicas, como o Parkinson (Guerra et al., 2021).

4.4 Tipo de Estudo

Foram avaliados os tipos de estudos aplicados nos trabalhos considerados

como relevantes, para cada descritor selecionado (GRÁFICO 3). O descritor

“circRNA” apresentou o maior indice de trabalhos no formato de revisão da literatura

com 33,3%. Por outro lado, o descritor “circRNA PVT1 cancer” expôs uma

quantidade elevada de estudos clínicos com 22,9%. No entanto, o descritor

“circRNA PVT1 cervical cancer vesicles” apontou uma redução em ambas

classificações de pesquisas, provavelmente, em virtude da reduzida quantidade de

trabalhos resultantes.

GRÁFICO 3 - ANÁLISE DE TRÊS DIFERENTES TIPOS DE ESTUDOS

GRÁFICO 3: Amostragem dos diferentes tipos de estudos realizados nos trabalhos considerados
“úteis”. A partir do gráfico de barras pode-se avaliar a distribuição de cada tipo de trabalho para cada
um dos descritores. Fonte: A autora (2023).

Os estudos clínicos apresentaram o maior percentual dentre os trabalhos

“úteis” avaliados, seguidos das revisões de literatura como modelos de estudo. O

descritor “circRNA” resultou na maior distribuição de revisões produzidas, fator que
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pode ser explicado pela falta de informação sobre a biogênese, ação e

funcionamento dos RNAs circulares no meio científico.

Li (2023) discute que a importância dos circRNAs começou a ser reconhecida

pelos pesquisadores recentemente. Atualmente, estudiosos estão mais interessados

em avaliar a utilização dos diferentes tipos de circRNAs na pesquisa clínica, devido

a sua aplicabilidade na produção de vacinas e de terapias. Por outro lado, para os

descritores “circRNA PVT1”, “circRNA PVT1 cancer”, “circRNA PVT1 cervical

cancer” e “Liquid biopsy cervical cancer” a maioria dos documentos avaliados, foram

de natureza clínica, expondo o avanço da investigação deste ncRNA dentro da

pesquisa médica e principalmente com foco na oncologia. Adhikary et al. (2019)

destacaram que, com a ascensão dos circRNAs nas pesquisas, o circRNA PVT1 e o

lncRNA PVT1 entraram em foco, como um dos mais potentes ncRNAs oncogênicos

a serem estudados no momento e futuramente. Além disso, mais recentemente

foram desenvolvidas ferramentas tecnológicas para identificação virtual dos

circRNAs, como o software CircBase (Rejewsky Lab, Max Delbrück center,

Alemanha), que mostra a expressão dos circRNAs em diferentes tipos de amostras

biológicas. Em seu trabalho, Bu et al. (2020) mostraram a eficiência do software

Starbase (OpenBench, União Européia) para verificar os locais de ligação do

circPVT1 a miRNAs em amostras de câncer.

4.5 circPVT1 em Câncer

O RNA longo não codificador PVT1 (Translocação variante do plasmocitoma

1) é um oncogene localizado no cromossomo 8 (8q24.21), a jusante do

proto-oncogene MYC. Esta região é bastante estudada dentro da oncogenética, pois

é considerada um hotspot de ocorrência de alterações cromossômicas e

integrações virais para diversos tipos de câncer, além disso engloba diversos loci de

risco para diferentes tipos da doença (Tolomeo et al., 2021). Este oncogene, o qual

origina transcritos circulares e longos (FIGURA 2), é superexpresso em diferentes

tipos de câncer, tanto em neoplasias de tumores sólidos como mama, bexiga,

próstata, câncer cervical, entre outros e também é expresso em tumores

hematológicos, auxiliando a propagação de neoplasias hematológicas, logo, este

lncRNA pode ser usado como um potencial biomarcador de câncer (Lu et al., 2017;

Ghetti et al., 2020).
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FIGURA 2 - LOCUS GENÔMICO DO GENE PVT1

FIGURA 2. Locus genômico do gene PVT1 e suas isoformas transcritas circulares e lineares, no
cromossomo 8. O gene MYC também está representado. Fonte: Adaptado de TRAVERSA (2022).

No câncer cervical, o PVT1 atua como um potencializador tumoral, visto que

promove a progressão do tumor, aumenta os índices de metástases por meio do

aumento do índice de Transição Epitélio-Mesênquima (EMT), e induz a resistência

aos medicamentos utilizados nos tratamentos (Wu et al., 2023). Além disso, o PVT1

está atrelado ao aumento da expressão da oncoproteína MYC, visto que estes

genes realizam interações entre si, logo a ativação da expressão de MYC é

dependente da expressão de PVT1 (Dong et al., 2017). Estas ações são possíveis

em virtude da sua atuação como RNA competidor endógeno, ou seja, o PVT1

compete com os RNAs mensageiros (mRNAs) pela ligação aos microRNAS

(miRNAs), pois a partir da ligação deste lncRNA aos miRNAs é realizado o

silenciamento de genes alvo, que atuam na repressão da proliferação celular, para

que assim o PVT1 consiga promover a tumorigênese (Durán et al., 2020).
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Nos trabalhos selecionados, observou-se a elevada utilização do circPVT1

em estudos referentes a diferentes tipos de neoplasias genéticas, tanto de tumores

sólidos como hematológicos (GRÁFICO 4). Foram categorizados 12 tipos distintos

de cânceres, sendo o câncer cervical o mais frequente, devido ao objetivo de estudo

do trabalho. Seguido de trabalhos sobre a expressão do circPVT1 em amostras de

câncer de pulmão e câncer gástrico.

GRÁFICO 4 - TIPOS DE CÂNCERES EM QUE FOI AVALIADA A EXPRESSÃO DO CIRCPVT1

GRÁFICO 4: Avaliação dos diferentes tipos de câncer que apresentam expressão significativa para o
circPVT1. O gráfico de barras expõe a quantidade de estudos que avaliaram este RNA não
codificante, como um biomarcador em diferentes tipos de câncer. Fonte: A autora (2023).

Diversos estudos ressaltaram a atividade oncogênica do circPVT1, em

razão da atribuição primária deste RNA, no desenvolvimento de diversos tumores

diferentes responsáveis por originar um câncer, como câncer de pulmão, bexiga,

gástrico, de ovário, entre outros (Zeng et al., 2021). Apesar de muitos estudos

produzidos recentemente terem ressaltado a ação oncogênica deste ncRNA em

diferentes tipos de cânceres, ainda há a necessidade de se aprofundar em relação

ao mecanismo de ação deste biomarcador em cada neoplasia.

Nos documentos categorizados como relevantes, apenas 19 estudos

utilizaram o câncer cervical como principal agente de investigação, resultado
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motivado pelo objetivo principal deste estudo. Porém, nos trabalhos disponibilizados

nos três bancos de dados utilizados, a maior parcela de trabalhos clínicos que

investigaram a atividade do circPVT1 como um biomarcador eram referentes aos

cânceres gástrico e de pulmão. De acordo com Chen et al. (2017), o circPVT1

apresenta uma resistência à digestão à exonuclease RNase R devido a sua

conformação circular. Além disso, o autor ressalta que este ncRNA é mais estável

quando comparado com conformação linear do PVT1, devido a sua alta meia-vida

de transcrição (superior a 24 horas), conseguindo assim promover a proliferação

cancerosa em células dos tecidos gástricos. Quando este circRNA é silenciado, a

partir da implementação de pequenos RNAs interferentes (siRNAs), a proliferação

cancerosa é controlada e não se observa o evento de EMT.

A alta concentração de dados referentes à atuação do circPVT1 no câncer de

pulmão se dá devido a verificação da expressão significativa deste RNA em

diferentes tipos de linhagens celulares. De acordo com Qin et al. (2019), o circPVT1

pode ser verificado em cinco linhagens de câncer de pulmão de células não

pequenas (H1299, H1650, A549, PC9 e SK-MES-1). Logo, pacientes que

apresentaram alta expressão de circPVT1 obtiveram uma sobrevida reduzida

quando comparados com pacientes com reduzida expressão de circPVT1.

Apesar de poucos estudos clínicos sobre a expressão deste RNA circular no

câncer cervical terem sido realizados até o presente momento, já foi o suficiente

para mostrar como o circPVT1 pode ser utilizado como um biomarcador de CC,

devido a aceleração da metástase e processo de EMT estimuladas por este RNA

(TABELA 4).

TABELA 4 - ESTUDOS QUE EXPUSERAM O ESTÁGIO TUMORAL

Legenda: EMT: Transição epitélio-mesenquimal. Fonte: A autora (2023).

A maioria dos estudos analisados avaliaram a sua expressão principalmente

em linhagens celulares (C33A, HCC-94, HeLa e CASKI), sendo as linhagens C33A

e CASKI as que apresentaram os maiores valores de expressão do circRNA, como

mostrado no trabalho de Wang et al. (2020). Além de investigar o funcionamento

deste ncRNA como um biomarcador de câncer cervical, a maioria dos
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pesquisadores responsáveis pelos trabalhos de pesquisa clínica, efetuaram um

teste de “knockdown”, uma espécie de silenciamento do RNA, nas mesmas

amostras de células testadas para análise da expressão gênica, com o intuito de

examinar uma potencial redução da expressão do circPVT1 nas células.

Em seu estudo Wang et al. (2020), mostraram que a técnica de knockdown

reduziu a viabilidade, das células cancerosas, dessa maneira gerando uma

alternativa de inibição do processo de metástase e proliferação para demais tecidos

como a EMT de CC. Como a configuração linear, a versão circular do PVT1 também

contribui para a resistência celular contra medicamentos quimioterápicos no câncer

cervical. Conforme mencionado por Solati et al. (2023), o circPVT1 aumenta a

resistência tumoral contra o paclitaxel, um dos principais fármacos utilizados no

tratamento do câncer cervical, colaborando para a progressão tumoral. Outro fator

bastante frequente, tanto nas revisões teóricas como nas pesquisas clínicas, é a

investigação do mecanismo de esponjamento realizado pelo circPVT1. Dessa

forma, todos os estudos clínicos avaliados, tanto para o CC quanto para outras

neoplasias, mostraram que a proliferação cancerosa causada por este ncRNA está

totalmente atrelada ao silenciamento de miRNAs supressores de tumor, gerado por

este RNA circular.

Ghetti et al. (2020) menciona em sua revisão que ambas conformações do

PVT1 atuam como esponjas de miRNAs, diferenciando-se apenas qual miRNA será

silenciado e dependendo do tipo de câncer. Dessa forma, atuam regulando o

metabolismo energético da célula, o metabolismo protéico e a aceleração do ciclo

celular. Para o câncer cervical, alguns estudos reportaram que os miR-1286,

miR-200b e miR-145 são silenciados em linhagens celulares para que ocorra a

proliferação celular. Porém, segundo Tolomeo et al. (2021), ainda pouco se sabe

sobre o esponjamento promovido pelo circPVT1 no câncer cervical, visto que a

maioria dos trabalhos ainda esta focalizado em estudar apenas o lncRNA PVT1.

4.6 Expressão do circPVT1 em vesículas extracelulares

Os exossomos são estruturas, com diâmetro de 40 a 160 nm, que atuam na

transmissão de informações e funções biológicas. Estes subconjuntos de vesículas

extracelulares, com dupla camada lipídica, são liberadas de forma ativa pela maior

parte das células do organismo, de forma contínua nos fluidos biológicos (FIGURA
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3). Estas estruturas podem ser identificadas por seus marcadores exossomais CD9,

CD63, CD81 e ALIX (Li et al., 2020). Os exossomos realizam atividade de

transmissão e comunicação intracelular, logo, possuem um papel de suma

importância em estudos de avaliação de tumorigênese, pois podem atuar

diretamente no processo de metástase e quimiorresistência. Dependendo do

conteúdo transportado por estas vesículas, proveniente das células parentais, as

quais podem ser células normais ou tumorais, elas podem alterar o processo

fisiológico natural tornando este um fenômeno patológico (Kalluri et al., 2020). Em

virtude disso, vários procedimentos já foram desenvolvidos ou estão em

desenvolvimento para a utilização da biópsia líquida baseada em exossomos como

biomarcadores tumorais (McKiernan et al., 2016).

FIGURA 3 - BIOGÊNESE E COMPOSIÇÃO DOS EXOSSOMOS

FIGURA 3. Biogênese e composição do exossomo. Por meio de invaginações da membrana
plasmática formam-se os endossomos iniciais os quais se unem com outros compartimentos
vesiculares e entre si, originando endossomos tardios que seguem pela via secretora ou pela
degradativa. Estes quando amadurecidos geram corpos multivesiculares (MVE) junto a vesículas
intraluminais. Essas estruturas se fundem aos lisossomos ou a membrana citoplasmática liberando
exossomos no citoplasma, os quais contêm RNA mensageiros (mRNA), RNAs não codificantes
(ncRNA), DNA, enzimas metabólicas, proteínas de choque térmico (heat shock proteins) e proteínas
de citoesqueleto. Legenda: Nucleus: núcleo; Budding: brotamento; early endosome: endossomo
primário; endocytosis: endocitose; Degradation: degradação; Lysosome: lisossomo; Exosome:
exossomos; Microvesicles: microvesículas; Exomeres: exômeros; Apoptotic bodies: corpos
apoptóticos; Tetraspains: tetraspaninas; Chaperones: chaperonas; Transmembrane proteins:
proteínas transmembranas. Fonte: Adaptado de ZHOU (2020).

Exossomos provenientes de câncer cervical podem promover a progressão

do câncer, a partir da inibição da atuação das células NK (natural killers). Como

estas vesículas podem transportar diferentes tipos de cargas de forma intercelular,
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dependendo do produto transportado, os exossomos podem aumentar os índices de

metástase no câncer cervical em virtude do aumento do nível de EMT (Bebelman et

al., 2018; Kalluri et al., 2020). Os exossomos operam como transmissores de

informações intercelulares, distribuindo lípidios, circRNAs, IncRNAs, miRNAs, entre

outros metabólicos (Zhang et al., 2019). Devido a isso, os exossomos provenientes

de células tumorais podem alterar a saúde do organismo, desenvolvendo

imunossupressão, fibrose e infecções, induzindo a formação de microambientes

pré-metastáticos, estimulando a imunosupressão, logo muitos ncRNAs regulam

tumores via exossomos (Wang et al., 2020).

A presença de lncRNA PVT1 em exossomos provenientes de mulheres com

lesões precursoras e câncer cervical ainda não foram muito estudadas. Alguns

estudos abordam a baixa expressão deste RNA em vesículas, mas o suficiente para

promover um prognóstico. Em contrapartida, o circPVT1 apresenta uma elevada

expressão em exossomos provenientes de fluidos biológicos de pacientes com

câncer cervical, promovendo potenciais processos de invasão e migração e

aumentando os índices de EMT (Ran et al., 2022; Sánchez et al., 2021). Essa

predominância se dá pois, o circRNA está presente em quantidades significativas no

sangue periférico e nos tecidos, em decorrência da sua maior resistência a

exonuclease RNase R (Zeng et al., 2021).

A partir dos estudos selecionados, foi possível avaliar a proporção de

trabalhos clínicos que utilizaram fluidos biológicos (plasma, urina, secreção e soro)

como forma de análise e diagnóstico e prognóstico de cânceres, para

desenvolvimento da implementação de metodologias clínicas alternativas, com foco

no câncer cervical (TABELA 5).

TABELA 5 - TIPOS DE FLUIDOS BIOLÓGICOS ANALISADOS EM ESTUDOS COM VESÍCULAS
EXTRACELULARES

Fonte: A autora (2023).
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A utilização de plasma como fluido biológico experimental resultou no maior

percentual de estudos com 66,60%, que investigaram a expressão positiva do

circPVT1 em CC e outros cânceres. Seguido da urina com 20,8%, e soro com

8,30%. Apenas um estudo com 4,10%, tratou sobre a utilização de secreção vaginal

para avaliação da atividade de circRNAs como biomarcadores de câncer cervical.

Análises utilizando vesículas extracelulares como forma de rastreio de

doenças ainda são bastante reduzidas, como mostrado no resultado do descritor

“circRNA PVT1 vesicles” o qual obteve resultados bastante restritos em apenas uma

das plataformas utilizadas. Isso provavelmente se dá devido a obtenção de

vesículas extracelulares é um processo bastante delicado e laborioso.

Devido a essa limitação, não foram encontrados muitos estudos que

abordassem a utilização do circPVT1 em vesículas extracelulares como um

potencial biomarcador. No entanto, os estudos encontrados transmitiram resultados

instigantes. Na revisão de Zhang et al. (2022) ressaltou-se como os circRNAs

podem intervir na comunicação intercelular e alterar o microambiente tumoral,

quando empacotados, secretados e transportados por meio de vesículas

extracelulares. Lin et al. (2023) mostraram resultados para a expressão positiva do

circPVT1 em amostras de soro de pacientes com câncer gástrico, conferindo

resistência tumoral à cisplatina.

Estudos que utilizaram amostras de plasma, para averiguar o circPVT1 como

um potencial biomarcador de CC e outras condições, a partir de vesículas

extracelulares, têm mostrado a eficiência deste ncRNA no diagnóstico de

neoplasias, como o CC, a partir deste tipo de material biológico. Wang et al. (2020)

isolaram amostras de plasma e urina de pacientes com CC e observou uma

expressão positiva para o circPVT1 nas vesículas de ambas as amostras. Além

disso, foi verificada a capacidade deste RNA circular não codificante de adentrar em

outras células, como a C33A, e promover o EMT por via exosomal. Ran et al. (2022)

ressaltaram que o circPVT1 pode apresentar mais chances de ser encontrado em

vesículas de plasma de CC, quando comparado com a isoforma linear, devido a sua

resistência contra mecanismos deletérios. Em suma, os estudos abordaram que a

expressão gênica deste ncRNA pode ser verificada, de uma forma significativa, em

amostras de plasma e urina de pacientes com CC. Em contrapartida, ainda não há

estudos publicados sobre a expressão deste circRNA em vesículas de células de

amostras teciduais de CC.
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4.7 Biópsia líquida e o rastreio por vesículas extracelulares no câncer cervical

O desenvolvimento do CC está associado ao desenvolvimento de lesões

cervicais, causadas principalmente pela infecção persistente por cepas oncogênicas

do vírus do HPV (Santos et al., 2023). O rastreamento de potenciais lesões

intraepiteliais e a identificação do seu grau pode ser realizada a partir do exame

Papanicolau. No entanto, apesar de ser um exame preciso e de baixo custo, a

procura para a realização do exame citopatológico é baixa entre as mulheres (INCA,

2023). Foram realizados apenas 5.770.478 testes em 2021, comparados com o

número de mulheres brasileiras de 25 a 64 anos (50.217.172) e de testes realizados

na população alvo nos anos de 2016 (6.944.756) e 2018 (6.956.725) (INCA, 2022;

IBGE, 2022). Muitas pacientes só realizam o preventivo depois de anos do início da

atividade sexual, o Ministério da Saúde ressalta que o público prioritário para a

realização do teste são principalmente mulheres de idade entre 25 e 64 anos a cada

três anos, após dois exames consecutivos com resultados normais (Ferreira, 2009).

Muitos fatores estão atrelados a esse índice reduzido, incluindo influências

socioeconômicas, que afetam diretamente o acesso da paciente à saúde básica,

falta de conhecimento e informações sobre a doença, crenças religiosas, vergonha

ou medo de realizar o exame ou simplesmente indiferença por achar que o teste de

maneira periódica não é necessário (Lopes et al., 2017).

A lesão intraepitelial escamosa de alto grau (LIEAG) e lesões do tipo

adenocarcinoma in situ, podem sofrer alterações e potencializar o desenvolvimento

do CC. No entanto, não é somente a contaminação viral atrelada a formação das

lesões precursoras que podem desenvolver o câncer cervical invasivo (CCI).

Fatores como baixa imunidade, tabagismo, relações sexuais contínuas sem

proteção, relação sexual precoce, uso de anticoncepcionais orais, multipariedade,

junto a fatores intrínsecos ao hospedeiro como, sexo e idade, também podem

promover o desenvolvimento do CC (Souza et al., 2015; INCA, 2023). NIC I

considerada como a neoplasia de menor grau, é responsável por promover a

formação de lesões cervicais em cerca de um terço do colo do útero, na maioria das

vezes, estas lesões regridem de forma espontânea. Entretanto, podem progredir



37

para NIC II se não forem acompanhadas periodicamente por um médico. Assim, é

indicado que pacientes com NIC I realizem o exame de colposcopia e, a cada seis

meses o exame Papanicolau (Derchain et al., 2005).

A NIC II e NIC III são as neoplasias mais graves, pois geram a alteração de

cerca de dois terços do colo do útero (NIC II) e alteração de quase toda a

membrana da parede do colo do útero (NIC III), por isso devem ser tratadas

imediatamente para que não ocorram alterações celulares que promovam o

desenvolvimento de CC (FIGURA 4) (Basu et al., 2018).

FIGURA 4 - HISTOLOGIA DAS LESÕES EPITELIAIS

FIGURA 4. Histologia das lesões precursoras do câncer cervical em células escamosas. (A) retrata o
tecido do epitélio escamoso normal. (B) neoplasia cervical de grau I, com uma alteração na região
basal do epitélio com presença de coilócitos nas camadas superiores. (C) lesão NIC II, com uma
maior desorganização basal do tecido (dois terços), já expondo uma determinada malignidade e
infecção viral. (D) Reflete a elevada anormalidade celular em todo epitélio, junto a mitoses atípicas e
típicas. Coloração de Hematoxilina-eosina (HE), aumento de 400x. Fonte: Adaptado de LOBATO
(2011).

Mulheres que apresentem NIC II e NIC III invadindo mais de 1 cm do canal

endocervical, devido às lesões extensas, deverão ser submetidas a realização de

uma cirurgia de conização para retirada da ectocérvice e canal cervical. A

transformação de NIC I a NIC III pode levar até dez anos, caso não seja

acompanhada pelo ginecologista, pois todas as fases podem ser identificadas pelo

exame citopatológico, caso seja realizado de forma periódica (EBSERH, 2022). As

principais condutas para pacientes que apresentem NIC II e NIC III são: realização

de colposcopia e preventivo regularmente a cada seis meses, eletrocauterização

das lesões ou a realização de cirurgia por ondas de alta frequência (CAF), se as

lesões já estiverem invadindo o canal endocervical (Mount et al., 2003; Lobato,

2011). No campo da citologia cervical, são utilizadas para denominar os níveis de
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lesão cervical, as nomenclaturas: Lesão Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau e de

Alto Grau (LIEBG - NIC I e LIEAG - NIC II e NIC III, respectivamente), referência do

sistema de termologia Bethesda atualizadas em 2001.

As infecções cervicais de baixo grau (LIEBG) são caracteristicamente

pequenas, com células proliferantes com ausência de atipias significativas,

presentes principalmente no terço basal do epitélio cervical, relacionadas a

maturação com células com presença de atipias coilocitóticas nas camadas mais

superficiais, logo a citologia do tecido é na sua maior parte insensível, assim nem

todas as lesões são identificadas e muitas acabam regredindo espontaneamente,

devido ao baixo risco biológico (Solomon et al., 2002; Waxman et al., 2014). Por

outro lado, se não forem tratadas, podem desenvolver lesões persistentes de alto

grau (LIEAG), atuantes na potencial propagação pré-câncer, pois são as lesões que

possuem maior potencial para progredirem para o câncer cervical de forma mais

rápida, por ser uma lesão proliferativa de células epiteliais de alto índice de

desorganização celular, baixa polaridade, alta quantidade de atipias e divisão celular

descontrolada, promovendo a perda da maturação epitelial e redução da presença

de atipias coilocitóticas (Lima et al., 2012). Por isso, o diagnóstico, tratamento

(sendo nestes casos a cirurgia de alta frequência (CAF) a mais recomendada) e

acompanhamento rotineiro com o ginecologista é de suma importância para evitar o

desenvolvimento do câncer (Ramos et al., 2013).

Apesar da biópsia sólida de tecido ainda ser a metodologia mais utilizada

para o diagnóstico do câncer, atualmente muitos estudos apontam algumas

limitações desta técnica, visto que esta não demonstra no pequeno fragmento de

tecido extraído a heterogeneidade tumoral ou a progressão do câncer. Além disso, é

um método invasivo, consequentemente o nível de metástase pode ser aumentado

após o procedimento (Li et al., 2020).

Dessa forma, a biópsia líquida atualmente tem se destacado pelas suas

vantagens: é um método menos invasivo, de fácil acesso e coleta das amostras

(fluidos biológicos como sangue e urina) e permite o monitoramento do câncer mais

preciso e dinâmico (Wu et al., 2023). A biópsia líquida fornece acesso às

informações genéticas de doenças, a partir da avaliação de células tumorais

circulantes (CTCs), DNA tumoral circulantes (ctDNA) e vesículas extracelulares

(VEs), neste caso com foco nos exossomos presentes nos fluidos biológicos (Cai et

al., 2015) (FIGURA 5). Com isso, esta nova metodologia pode aumentar a adesão
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das pacientes para a realização de exames rotineiros, pois muitas delas, por medo

ou insegurança do processo, acabam não aderindo ao procedimento da biópsia

tecidual favorecendo o desenvolvimento do câncer e dificultando o tratamento (Wu

et al., 2023), ainda mais no caso do CC, no qual o exame ginecológico é um dos

obstáculos.

FIGURA 5 - PRINCÍPIOS DA BIÓPSIA LÍQUIDA COMO POTENCIAIS BIOMARCADORES

FIGURA 5. Exossomos, CTCs, ctDNA, cfDNA como potenciais biomarcadores de doenças.
Exossomos provenientes de vesículas extracelulares podem ser usados no diagnóstico e
monitoramento de doenças como o câncer, a partir da análise do material genético (DNA, RNA e
micro RNA (miRNA)) e proteínas presentes em fluidos biológicos como plasma, urina, secreções,
soro, saliva e leite materno. Legenda: Urine: urina; blood: sangue; breast milk: leite materno;
circulating tumor cells: células tumorais circulantes; circulating tumor DNA: DNA circulante tumoral;
cell free DNA: DNA livre de células; exosomes: exossomos; epigenetic changes: mudanças
epigenéticas; mutational profiles: perfis mutacionais; personalized treatment: tratamento
personalizado; therapeutic resistance: resistência terapêutica; tumor subtyping: subtipagem tumoral;
genome mapping: mapeamento do genoma. Fonte: Adaptado de SISODIYA (2022).

Arruda (2021) discute que o plasma pode substituir o uso dos tecidos, por ser

um material que pode conter DNA tumoral livre de células (ctDNA) derivado de um

tumor. No presente, muitos estudos já foram produzidos para análise do diagnóstico

do HPV e CC utilizando a biópsia líquida, por meio de diferentes biomarcadores.

Sharma et al. (2019) utilizaram a proteína HMGB1, como biomarcador de CC a
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partir de amostras de plasma e verificou a expressão positiva desta no

desenvolvimento tumoral. Já Tang et al (2020) demonstraram a eficiência do

CircFox03a como um biomarcador de CC escamoso, devido à presença significativa

deste em amostras de soro. Por outro lado, Wang et al (2020) observaram uma

expressão positiva do circPVT1 em amostras de urina e plasma periférico de

pacientes com CC.

A quantidade de vesículas nos fluidos biológicos é de suma importância para

diagnóstico e prognóstico eficientes, alguns autores ressaltam que o número de VEs

no sangue pode aumentar durante um câncer (Vasconcelos et al., 2019; Duijvesz et

al., 2016). Em seu trabalho Vasconcelos (2019) discutiu que essas estruturas,

provenientes de células cancerosas, promovem o aumento da resistência às

terapias, desencadeando a propagação tumoral, estimulando o estágio de EMT e

gerando estágios pré-metastáticos.

No entanto, os estudos de biópsia líquida acerca do câncer cervical, ainda

estão muito focados na identificação de ctDNA das variantes oncogênicas do HPV,

devido a eficácia deste método para monitorar a resposta das pacientes à terapia

contra o CC. Além disso, análises envolvendo as vesículas extracelulares são

bastante limitadas, em decorrência da reduzida quantidade de estudos clínicos

publicados, mesmo com a evidência indiscutível da colaboração das VEs derivadas

de células cancerosas na progressão tumoral.

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Conclui-se que a alta incidência e letalidade do câncer cervical em mulheres

sexualmente ativas, principalmente em regiões mais vulneráveis — países

subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, como o Brasil —, ressaltam a falta de

metodologias efetivas de rastreio, acompanhamento e tratamento de pacientes com

esta neoplasia. O CC pode ser identificado e tratado com o diagnóstico precoce, a

partir do exame preventivo, no entanto, a adesão a este exame pelas pacientes é

baixa, devido a diferentes fatores.

A revisão integrativa da literatura foi eficaz em apresentar trabalhos acerca do

objetivo proposto, sendo viável a categorização dos estudos. A partir dos estudos

avaliados foi possível mensurar a aplicabilidade do circPVT1 como um biomarcador

de câncer cervical a partir de vesículas extracelulares.
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O gene PVT1 é bastante investigado devido ao seu papel no câncer. A

isoforma circular deste RNA (circPVT1) entrou em foco após a verificação de uma

expressão positiva deste em células de câncer gástrico em 2014. Após esse evento,

mais estudos clínicos acerca da investigação da atuação deste circRNA em

neoplasias foram desenvolvidos. Verificou-se que o circPVT1 atua como uma

esponja em diferentes tipos de miRNAs, silenciando-os e consequentemente

gerando a proliferação celular e principalmente induzindo o estado de EMT e

metástase, resultado também verificado no câncer cervical. Os estudos analisados

provaram que o silenciamento do circPVT1 pode ser utilizado para inibir a

resistência tumoral aos medicamentos utilizados.

Estudos mostraram que o uso de metodologias alternativas de diagnóstico

menos invasivas, como a biópsia líquida, possuem alta eficácia no diagnóstico e

prognóstico de neoplasias. As vesículas extracelulares podem ser utilizadas como

métodos de monitoramento da evolução tumoral. Até o momento, poucos estudos

investigaram o circPVT1 em exossomos provenientes de células tumorais de câncer

cervical, no entanto já expuseram o potencial papel de biomarcador deste RNA,

principalmente em plasma sanguíneo e urina. Apesar de poucas evidências da sua

utilidade como biomarcador de câncer cervical, em amostras teciduais e vesiculares,

o circPVT1 tem real potencial para ser utilizado como biomarcador de CC, visto que

estes resultados incentivam maiores investigações a respeito desde RNA. Frente a

isso, ainda é necessário desenvolver mais pesquisas para averiguar os mecanismos

de ação do circPVT1 em vesículas extracelulares de CC e de lesões

pré-cancerosas.
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