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RESUMO

Mais de 1,5 milhdo de mulheres sao diagnosticadas anualmente com cancer de mama
no mundo todo. A malignidade mamaria € a mais incidente e com a maior taxa de
mortalidade entre as mulheres, representando 15% das mortes por cancer entre as
mulheres. A neoplasia da mama pode ser classificada tanto pelo seu perfil histologico,
quanto imunoistoquimico ou molecular. A classificacdo imunoistoquimica € bastante
utilizada na clinica e subdivide os tumores mamarios em Luminal A, Luminal B, HER2-
enriquecido e triplo negativo. Essa subdivisdo é realizada através do perfil dos
receptores de estrogénio (RE), progesterona (RP) e do receptor de crescimento
epidermal 2 (HER2). Somente o0s marcadores utilizados na classificacdo
imunoistoquimica ndo sdo suficientes para determinar a diferenca de prognostico e
resposta terapéutica apresentada pelos pacientes dentro do mesmo subtipo. Assim,
buscam-se por novos biomarcadores que possam ser utilizados no manejo clinico
desses pacientes. A busca por novos biomarcadores e também a necessidade de
melhor entender a fisiopatologia de cada subtipo ndo se limita apenas aos genes
codificantes de proteinas. Por exemplo, os RNAs longos ndo codificantes vém
demonstrando que apresentam grande significado biolégico em neoplasias, sendo
associados com o0s processos de carcinogénese, progressdao tumoral, metastase,
proliferacdo celular, evasdo da apoptose e o0 desenvolvimento de resisténcia a
quimioterapicos. Nesse contexto, foi observado que o INcRNA HLA Complex Group 11
(HCG11) apresenta expressao alterada em diferentes neoplasias, como o carcinoma
hepatocelular, cancer de prostata, tumores de pulmdo de células escamosas e
melanomas cutaneos. No cancer de mama, foi observado, através de andlises in silico
com dados obtidos do The Cancer Genome Atlas (TCGA), que a superexpressao de
HCG11 em pacientes com cancer de mama esta correlacionada com um menor tempo
de sobrevida. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressédo do IncCRNA
HCG11 em amostras tumorais de pacientes diagnosticadas com cancer de mama nos
subtipos Luminal A e triplo negativo. Para isto, foram utilizadas 23 amostras tumorais do
subtipo Luminal A e 18 amostras triplo negativas. A analise de expressao do INcCRNA
HCGL11 foi realizada através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real quantitativa (RT-gPCR). A analise da expressao relativa foi calculada pelo método
do 2-22Ct e comparada aos parametros clinicos histopatoldgicos das amostras utilizadas.
Foi observado que pacientes com o subtipo triplo negativo apresentam maiores niveis
de expressdo do HCG11 quando comparados com pacientes Luminal A. Foi observada
também uma associacdo entre os niveis de expressao desta molécula com o grau do
tumor, sendo que tumores de grau lll apresentavam maior expressao do HCG11. Estes
resultados indicam que a expresséo diferencial do HCG11 pode estar relacionada a
maior agressividade e pior progndstico observados em pacientes triplo negativos. Além
disso, esta molécula pode ser um novo biomarcador de prognostico e diagndéstico para
essas pacientes, bem como um possivel alvo terapéutico no tratamento de pacientes
triplo negativos.

Palavras-chave: Cancer de mama; RNAs longos nédo codificantes; HCG11.



ABSTRACT

More than 1.5 million women are diagnosed annually with breast cancer worldwide.
Breast malignancy is the most frequent diagnosed and has the highest mortality rate
among women, accounting for 15% of cancer deaths among women. Breast neoplasm
can be classified either by its histological, immunohistochemical or molecular profile.
The immunohistochemical classification is widely used in clinic and subdivides the
tumors into Luminal A, Luminal B, HER2-enriched and triple negative. This classification
is performed considering the status of the estrogen (ER), progesterone (PR) and
epidermal growth receptor 2 (HER2) receptors. Only these markers used in the
immunohistochemical classification are not able to determine the difference in prognosis
and therapeutic response presented by the patients within the same subtype. Thus, new
biomarkers are sought that can be used in the clinical management of these patients.
The search for new biomarkers and also the need to better understand the
pathophysiology of each subtype is not limited to protein coding genes. For example,
long non-coding RNAs have been shown to have great biological significance in the
onset of neoplasms, being associated with the process of carcinogenesis, tumor
progression, metastasis, cell proliferation, evasion of apoptosis and the development of
resistance to chemotherapeutics. In this context, it was observed that HLA Complex
Group 11 (HCG11) IncRNA presents altered expression in different neoplasms, such as
hepatocellular carcinoma, prostate cancer, squamous cell lung tumors and cutaneous
melanomas. In breast cancer, it was observed, through in silico analysis with data
obtained from the The Cancer Genome Atlas (TCGA), that the overexpression of
HCGL11 in patients with breast cancer is correlated with a shorter survival time. Thus, the
objective of this work was to evaluate the expression of INncRNA HCG11 in tumor
samples from patients diagnosed with breast cancer of the Luminal A and triple negative
subtypes. For this, 23 tumor samples of the Luminal A subtype and 18 triple negative
samples were used. Expression analysis of HCG11 IncRNA was performed using the
guantitative real-time polymerase chain reaction (RT-gPCR) technique. The analysis of
the relative expression was calculated by the 222t method and compared with the
histopathological clinical parameters of the samples used. It was observed that patients
with the triple negative subtype present higher levels of HCG11. The grade of the tumor
was associated with higher levels of expression of this molecule with, as grade Ill tumors
presented greater expression of HCG11. These results indicate that the differential
expression of HCG11 may be associated with the highest aggressiveness and worse
prognosis observed in triple negative patients. In addition, this molecule may be a new
prognostic and diagnostic biomarker for these patients, as well as a novel therapeutic
target.

Keywords: Breast Cancer; long non-coding RNAs; HCG11.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama é o mais incidente e também a primeira causa de morte por
cancer entre as mulheres no mundo (BRAY et al.,, 2018). A neoplasia mamaria é
extremamente heterogénea, apresenta diferentes caracteristicas morfologicas, bem
como diferentes potenciais metastaticos e respostas terapéuticas. Devido a sua
heterogeneidade, os tumores de mama sao subdivididos de acordo com seu perfil
histolégico, imunoistoquimico e/ou de acordo com a expressdo de diferentes
marcadores moleculares (EROLES et al., 2012).

Os RNAs nao codificantes sdo moléculas chave em diversos processos
celulares, como, por exemplo, na diferenciacdo celular e organogénese (FATICA;
BOZZONI, 2013; SATPATHY; CHANG, 2015) e no controle da expressdo génica
(KHALIL et al.,2009). Diversos estudos vém mostrando que a desregulacdo da
expressdo destas moléculas afeta a homeostase celular e pode estar associada com o
processo de tumorigénese (SANA et al., 2012). A grande relevancia dos RNAs longos
nao codificantes (INCRNAs) se deve ao fato dessas moléculas regularem a expressao
de diversos genes, e também devido ao fato de serem tecido-especificas; fazendo com
que disturbios na sua expressao alterem o ambiente celular (QUINN; CHANG, 2016).

O IncRNA HCG11 (HLA Complex Group 11) esta localizado no cromossomo
6p22.2 e apresenta 5.696 nucleotideos. A expressao diferencial desse IncRNA ja foi
associada com diferentes canceres, como o carcinoma hepatocelular (XU et al., 2017),
cancer de prostata (ZHANG et al., 2016), tumores de pulméo de células escamosas
(HUANG et al., 2017) e melanomas cutaneos (XU et al., 2018). No cancer de mama, foi
observado, através de analises in silico com dados obtidos do The Cancer Genome
Atlas (TCGA), que a superexpressdo de HCG11 em pacientes com cancer de mama
esta correlacionado com um menor tempo de sobrevida (LIU et al., 2016).

Dessa maneira, o objetivo desse estudo € avaliar o perfil de expressédo do
INcRNA HCG11 no cancer de mama nos subtipos Luminal A e triplo negativo em
amostras de pacientes brasileiras. Adicionalmente, analisar se a expressao desse
INcRNA esta associada com os dados clinicos e histopatolégicos dos tumores
utilizados, a fim de determinar se a expresséao diferencial dessas moléculas pode estar

relacionada com fatores diagndsticos ou progndésticos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CANCER

O cancer é caracterizado pelo crescimento descontrolado de células anormais,
nas quais sao observadas mutacdes em genes essenciais no controle do ciclo celular.
E a segunda causa de morte no mundo, sendo responsavel por 8,8 milhdes de mortes
no ano de 2015 (OMS, 2018). Para o ano de 2018, sédo estimadas 9,6 milhdes de
mortes decorrentes da doencga (BRAY et al., 2018)

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Céncer (INCA), no biénio 2018-
2019, séo esperados 600 mil novos casos de cancer para cada ano. A Figura 1 mostra
a distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para o

ano de 2018 por sexo, excetuando os casos de cancer de pele ndo melanoma.

FIGURA 1- INCIDENCIA CANCER BRASIL 2018.

Prostata 68.220 31,7% Mama Feminina 59.700 29,5%
Homens Mulheres
Traqueia, Brénguio e Pulmdo 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estdmago 13.540 6,3% Tragueia, Brénquio e Pulmdo 12.530 6,2%
Cavidade Cral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%
Bexiga 5.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Larings 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Mervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Mervoso Central 5.810 2, 7% Leucemias 4,860 2,4%

LEGENDA: Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para o ano de 2018 por sexo,
exceto cancer de pele ndo-melanoma.
FONTE: INCA, 2018

Para que haja o desenvolvimento tumoral € necessario que diferentes
mecanismos sejam alterados no ambiente celular. A sinalizacdo para proliferacao
sustentada, evasdo dos supressores de crescimento, resisténcia a morte celular,
ativacdo da imortalidade replicativa, inducdo da angiogénese e ativacdo da invaséo e
metastase sdo consideradas as alteracdes mais importantes para 0 surgimento,
progressao e invasdo tumoral. Essas caracteristicas foram definidas por Hanahan e
Weinberg (2000) como os Hallmarks of Cancer e s&o 0s principais mecanismos

fisiopatoldgicos envolvidos no estabelecimento e progressdo do cancer. Em uma nova
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revisdo da literatura, esses mesmos autores incluiram a evasdo do sistema imune,
desregulacdo do metabolismo energético celular, instabilidade gendmica e mutacéo, e
inflamacdo como novas caracteristicas que favorecem a sobrevivéncia tumoral
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O surgimento de células cancerosas pode ser resultado de fatores epigenéticos,
ambientais e/ou genéticos. Os fatores epigenéticos incluem alteracdes no perfil de
metilacdo do DNA, no cddigo das histonas e no perfil de expressdo de RNA néo
codificantes que atuam diretamente no DNA, causando alteracbes na expressao de
diferentes genes (HANAHAN; WEINBERG, 2011; LUKONG, 2017).

Além disso, fatores ambientais como dieta pobre em frutas e vegetais,
sedentarismo, tabagismo e consumo de alcool foram listados como importantes agentes
gque podem levar ao aparecimento de neoplasias (SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL,
2013).

Dentre os fatores genéticos, mutacdes que geram perda de funcdo em genes
supressores de tumor ou mutagbes que promovem ganho de funcdo em proto-
oncogenes sao processos chaves no desenvolvimento do cancer (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Um exemplo de gene supressor de tumor € o gene TP53, que codifica para a
proteina p53. Essa proteina atua controlando a apoptose e progressao do ciclo celular.
A proteina responde a sinais de estresse celular e dano ao DNA e caso esse dano seja
irreparavel, ocorre a sinalizacao para a célula entrar em apoptose. Quando ocorre uma
mutacao e a proteina p53 perde a sua funcado, esse controle é perdido, o dano nao é
reparado e a célula ndo sendo eliminada retoma o ciclo celular, acumulando mutacées
(LAKHANI et al., 2002).

15



2.2 CANCER DE MAMA

Sé&o esperados, aproximadamente, 2,1 milhdes de novos casos de cancer de
mama no ano de 2018 no mundo todo (GLOBOCAN, 2018). Excluindo-se os casos de
cancer de pele ndo-melanoma, o cancer de mama é o tipo mais incidente entre as
mulheres, representando aproximadamente 25% dos novos casos de neoplasia em
pacientes do sexo feminino (FERLAY et al., 2014). A incidéncia no Brasil € similar ao
observado ao redor do mundo, e para o ano de 2018 sédo estimados 59.700 novos
casos da doenca (INCA, 2018).

Segundo levantamentos do GLOBOCAN 2018, a neoplasia mamaria também
ser& principal causa de morte por cancer entre mulheres no ano de 2018. No ano de
2012, foram observadas 520.000 mortes por cancer de mama no mundo (FERLAY et
al., 2014).

A taxa de cura da doenca é alta quando diagnosticada em estagio inicial;
entretanto, esse percentual cai drasticamente quando a doenca é descoberta em
estagios mais avancados (PARSA et al.,, 2016). Comparativamente com 0s paises
desenvolvidos, os paises subdesenvolvidos apresentam uma menor incidéncia da
doenca e uma maior taxa de mortalidade (LUKONG, 2017). Isto esta diretamente
relacionado com a precariedade de recursos de imagem e de métodos diagndsticos nos
paises subdesenvolvidos, que dificultam o diagnostico precoce da doenca resultando
em um aumento no numero de mortes. Além disso, o alto custo das terapias dificulta o
tratamento adequado de milhares de pessoas nos paises subdesenvolvidos (BECKER,
2015; PARSA et al., 2016).

A glandula maméria apresenta duas estruturas principais; os ductos e os I6bulos.
Essas estruturas sdo formadas pelas células epiteliais luminais e mioepiteliais que
compdem o estroma mamario (HONDERMARCK, 2003; GEDDES, 2007) (FIGURA 2).
Estes dois tipos de células podem ser distinguidos atraves de testes imunoistoquimicos;
células mioepiteliais (ou epiteliais basais) sdo coradas com anticorpos para queratina 5
e 6, enquanto células epiteliais luminais sdo coradas com anticorpos para gueratinas 8
e 18. A principal fungcdo da mama € nutrir e fornecer protecdo imunolégica ao lactante,
mas também tem papel cultural, social e sexual. A mama é um 6rgao alvo de varios

horménios e frente a diferentes estimulos; como a menarca, gravidez, amamentacéo, e
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menopausa, a mama pode sofrer inUmeras mudancas fisiolégicas, como por exemplo,
aumento dos ductos durante a gestacdo e amamentacdo (BECKER et al.,, 2015;

LUKONG, 2017).
FIGURA 2- HISTOLOGIA MAMARIA.
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FONTE: Adaptado de HONDERMARCK (2003).

Os fatores que predispdem para o desenvolvimento do cancer de mama sao
variados e podem contribuir diferentemente para a manifestacdo da patologia. A idade
avancada € considerada o principal fator de risco, devido ao acumulo de varias
mutagfes ao longo da vida, & diminuicdo da capacidade do sistema imune observada
em individuos idosos, mas também ao maior tempo de exposicdo a hormdnios
estrogénicos (BALDUCCI et al., 2005; IVKOVIC-KAPICL et al., 2006). Além disso, 0s
fatores de riscos genéticos, comportamentais e endécrinos também foram
correlacionados a malignidade mamaria, e contribuem para o aparecimento de tumores
malignos (INCA, 2018; PRENTICE et al., 2006).

Os fatores genéticos englobam principalmente mutagées em genes importantes
para o controle do ciclo celular e de reparo ao DNA; como por exemplo, mutagdes nos
genes BRCAL1 e BRCA2 sdo extremamente relevantes no cancer de mama. Estes

genes sao supressores de tumor e participam de diferentes processos na ceélula,
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atuando no controle do ciclo celular, remodelamento da cromatina e na ubiquitinicdo de
proteinas (LAKHANI et al., 2002).

Assim como em outros canceres, a obesidade (TORIO et al., 2010), consumo de
bebidas alcodlicas, tabagismo e o sedentarismo sao listados como os principais fatores
comportamentais associados com o surgimento do carcinoma mamario (INCA, 2018).

Os fatores enddcrinos estdo relacionados com o tempo e intensidade de
exposicdo a hormoénios estrogénicos; que considera a menarca precoce, menopausa
tardia, primeira gravidez depois dos 30 anos, nuliparidade, uso de contraceptivos orais
e reposi¢cdo hormonal ap6s a menopausa como fatores de risco para o desenvolvimento
do cancer de mama (GONZALEZ-JIMENEZ et al., 2013).

A doenca apresenta diferentes caracteristicas morfolégicas, potenciais
metastaticos, respostas terapéuticas, e taxas de sobrevida. Um dos critérios utilizados
para determinacdo do progndéstico e escolha do tratamento é a determinagcédo do grau
histolégico do tumor, através da classificacdo TNM. Esta classificacdo avalia trés
fatores: o tamanho do tumor, se hd ou ndo invasdo dos linfonodos adjacentes e a
presenca ou ndo de metastase a distancia. Estes fatores permitem classificar o tumor
em grau |, I, lll ou IV; e quanto maior 0 grau, mais agressivo € o tumor e pior o seu
prognéstico (VAN VEER et al., 2002).

Além do estadiamento, também é realizada a classificacéo histoldgica, molecular
ou imunoistoquimica do tumor. A classificacdo histolégica subdivide os tumores de
acordo com as células de origem; considerando se as células provém do epitélio lobular
ou epitélio ductal. Além disso, essa classificacdo divide as neoplasias em invasivas ou
in situ. Neoplasias invasivas ja ultrapassaram a membrana basal epitelial e ndo estao
mais contidas apenas no epitélio da mama, enquanto que carcinomas in situ ainda nao
romperam a membrana basal e estdo localizadas apenas no epitélio mamario
(LUKONG, 2017).

A classificagcdo molecular € baseada na analise de expressdo em larga escala de
muitos genes, realizada através de microarranjos. Esta classificacdo subdivide os
tumores mamarios em os tumores em Luminal A, Luminal B, HER2-enriquecido, Basal-
Like, Normal-Like, Claudina Baixo e Apdécrino Molecular (PEROU et al., 2000; SORLIE
et al., 2001; SORLIE et al., 2003; PRAT et al., 2010). Apesar do avanco de tecnologias
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que permitem a ampla analise do perfil genético dos tumores e da diminuicdo nos
custos para a realizacdo de analises como 0s microarranjos, a classificagdo molecular
tem um custo elevado e ainda ndo é utlizada rotineiramente na pratica clinica
(EROLES et al., 2012).

A classificacdo imunoistoquimica é bastante utilizada no contexto clinico e avalia
a expressao dos tumores em relacdo a expressdo do receptor de estrogénio (RE),
receptor de progesterona (RP) e avaliam os tumores que apresentam superexpressao
do receptor do fator de crescimento epidermal 2 (HER2) (GOLDHIRSCH et al., 2011).
Além de avaliar a expressdo destes receptores, a classificacdo imunoistoquimica
determina a expressdo do marcador de proliferacdo celular, Ki-67. Ao avaliar esses
marcadores, essa classificacdo determina os seguintes subtipos: Luminal A, Luminal B,
HER2-enriquecido e triplo negativo (GOLDHIRSCH et al., 2011; GOLDHIRSCH et al.,
2013).

O subtipo Luminal A é o mais prevalente, representando 50 a 60% dos casos de
cancer de mama. Esse subtipo expressa os receptores de estrogénio e progesterona,
mas ndo apresenta superexpressdo de HER2 (RE+, RP+ E HER2-) e apresenta baixa
taxa de proliferacdo com expressdo de Ki-67 menor que 14% (GOLDHIRSCH et al.,
2013). Os tumores desse subtipo apresentam baixo grau histolégico. Pacientes do
subtipo Luminal A apresentam melhor progndstico e maior tempo livre da doenca,
gquando comparados com pacientes do subtipo triplo negativo e HER2-enriquecido
(EROLES et al., 2012).

Tumores do subtipo Luminal B representam de 20 a 30 % dos casos de cancer
de mama. Comparativamente com os tumores do subtipo Luminal A, os tumores do
subtipo Luminal B sdo mais agressivos, apresentam maior grau histolégico, pior
prognostico e maior taxa de proliferacdo com Ki-67 maior que 14%. Tumores desse
subtipo sdo positivos para o0s receptores de estrogénio, podem ser positivos ou
negativos para 0s receptores de progesterona e podem ou ndo apresentar
superexpressao do receptor HER2 (GOLDHIRSCH et al., 2011; EROLES et al., 2012;
GOLDHIRSCH et al., 2013).

De 15 a 20% dos casos de neoplasias mamarias sdo do subtipo HER2-

enriquecido, que é caracterizado pela alta expressdo do gene HER2. Os tumores desse
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subtipo apresentam elevada proliferacéo celular e alto grau histolégico (EROLES et al.,
2012). Do ponto de vista clinico, os pacientes com esse subtipo apresentam
prognoéstico desfavoravel. Entretanto, com o surgimento de terapias especificas com
anticorpos monoclonais anti-HER2, a sobrevida aumentou substancialmente (EROLES
et al., 2012; LUKONG, 2017).

Os tumores triplo negativos ndo expressam 0s receptores de estrogénio e
progesterona e apresentam niveis normais de expressdo de HER2. Esse subtipo
representa 10 a 20% dos casos de tumores de mama, e sdo normalmente carcinomas
ductais invasivos com alto indice mitdtico, necrose tumoral, alto grau histologico, e alta
frequéncia de comprometimento dos linfonodos. O subtipo triplo negativo apresenta o
pior progndstico e maior capacidade invasiva e 0s pacientes apresentam menor tempo
de sobrevida (EROLES et al., 2012).

Os diferentes subtipos apresentam diferentes desfechos clinicos, tempos de
sobrevida livre da doenca e tempos de sobrevida total. O tratamento dos pacientes com
neoplasias mamarias também ¢€ realizado tomando como base a classificacdo
imunoistoquimica, levando em consideracdo o perfil dos receptores de estrogénio,
progesterona e HER2, além de avaliar o grau de proliferacao celular apresentado pelo
tumor, através do indice Ki-67 (GOLDHIRSCH et al., 2011; GOLDHIRSCH et al., 2013).

Pacientes que apresentam tumores que expressam receptor de estrogénio sao
tratados, preferencialmente com terapia hormonal. O tratamento € realizado
principalmente com tamoxifeno ou fulvestranto, que sdo antagonistas do receptor de
estrogénio no tecido mamario. Em mulheres em pds-menopausa, tamoxifeno ou
fulvestranto é administrado juntamente com inibidores da aromatase, que reduzem a
sintese de estrogénio; como o anastrozol ou letrozol (GOLDHIRSCH et al., 2013;
HAYES et al., 2015; XU et al., 2016).

Pacientes que apresentam superexpressao do receptor HER2 sédo tratadas com
anticorpos monoclonais que se ligam no dominio extracelular desse receptor, uma vez
qgue o receptor HER2 pertence a familia dos receptores transmembrana de tirosina
quinases. O Trastuzumab é o anticorpo mais utilizado no tratamento de pacientes
HER2-enriquecido (GOLDHIRSCH et al., 2013; LI et al., 2016).
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Os medicamentos citotoxicos sdo utilizados para pacientes que apresentam
tumores com alto grau de proliferacdo e também no tratamento de pacientes triplo
negativos. Antraciclinas e taxanos sdo as classes mais utilizadas no tratamento desses
pacientes (LI et al., 2015; ZHENG, 2017).

As antraciclinas sdo antibiéticos antitumorais. Um exemplo € a Doxorrubicina,
que € um intercalante de DNA e inibe a sintese do DNA. Além disso, a doxorrubicina
também aumenta a producéao de radicais livres, gerando citotoxicidade. Os taxanos sao
drogas que interferem com moléculas do citoesqueleto, principalmente nas tubulinas.
Os taxanos se ligam aos microtubulos celulares e estabilizam essas moléculas,
dificultando a despolimerizacdo com ions de célcio. Com o bloqueio dos microtubulos,
0s cromossomos ndo formam o fuso equatorial observado durante a metéafase. Isto
impede a progressdo da mitose e a ativacdo dos pontos de checagem mitéticos, o que
promove o disparo de sinais que encaminham a célula para apoptose. Paclitaxel e
Docetaxel sdo os taxanos mais utilizados na clinica (LI et al., 2015; ZHENG, 2017).

Apesar de ndo serem utilizados com tanta frequéncia, os agentes alquilantes do
DNA e os quimioterapicos antifolato também s&o drogas citotdxicas usadas no
tratamento de pacientes com cancer de mama. Os agentes alquilantes, como a
cisplatina, carboplatina e ciclofosfamida, intercalam com o DNA e promovem danos que
impedem a divisdo celular. J& os quimioterapicos antifolato, tais como 5-Fluoracil, agem
nas enzimas envolvidas na via do folato, essencial para sintese de DNA e divisdo
celular (CHEN et al., 2017; WANG et al., 2017).

O quadro 1 apresenta um modelo resumido do esquema de tratamento para
pacientes com diferentes subtipos do cancer de mama.
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QUADRO 1- ESQUEMA DE TRATAMENTO EM DIFERENTES SUBTIPOS DO CANCER DE MAMA.

Subtipo Tipo de terapia

Luminal A Terapia hormonal

Luminal B (HER2 negativo) Terapia hormonal + Drogas citotoxicas

Luminal B (HER2 positivo) Terapia hormonal + Anticorpo anti-HER2 + Drogas citotoxicas
HER2-enriquecido Anticorpo anti-HER2 + Drogas citotéxicas

Triplo Negativo Drogas citotoxicas

FONTE: Adaptado de Goldhirschet al., 2011.

Normalmente, o0s pacientes realizam os tratamentos com agentes
guimioterapicos apos a cirurgia de retirada do tumor. Entretanto, os pacientes podem
ser submetidos a estes tratamentos mesmo antes da mastectomia, denominado terapia
neoajduvante. Foi observado que a administracdo de terapia neoadjuvante auxiliou na
realizacdo da cirurgia conservadora das mamas, além de melhorar o progndstico
desses pacientes. A escolha da terapia neoadjuvante deve ser feita do mesmo modo
que é feita a selecdo de tratamentos adjuvantes pos-operatérios (GOLDHIRSCH et al.,
2011; GOLDHIRSCH et al., 2013).
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2.3 RNAs NAO CODIFICANTES

Com o avanco das tecnologias de sequenciamento, estudos de transcriptémica
ressaltam a importancia dos genes nao codificadores de proteinas na diferenciacao
celular e sua funcdo em diferentes estagios celulares (PANG et al., 2006). Apenas 2%
do genoma codificam para proteinas (LANDER et al., 2012), enquanto que mais de
80% do genoma é transcrito em RNA funcionais (DJEBALI et al., 2012; KAPRANOQV et
al., 2015)

RNAs nédo codificantes (ncRNAs) sdo moléculas de RNA que néo codificam para
proteinas, sendo divididos em pequenos (<200 nucleotideos) e longos (>200
nucleotideos) RNAs. Os pequenos RNAs nao codificantes, podem ser classificados em
microRNAs (miRNAs), Piwi-interacting RNAs (piRNAs), RNAs curtos de interferéncia
(siRNASs), entre outros (SANA et al., 2012). Dentre essas moléculas, os microRNAs s&o
0s mais estudados e atuam como reguladores da expressdo génica. Estas moléculas
também desempenham papel chave no processo carcinogénico em varios tipos de
neoplasias e, consequentemente, sdo potenciais biomarcadores de diagndstico e
prognaostico no cancer (THOMAS et al., 2015; SCHWARZENBACHER et al.,2013).

Por outro lado, os RNAs longos n&o codificantes (IncCRNAs) s&o menos
caracterizados, em termos de estrutura e fungdo, o que se deve principalmente a
dificuldade em isolar moléculas muito grandes e pouco abundantes nas células
(BLYTHE et al., 2015). A dificuldade em elucidar a estrutura dessas moléculas esta
relacionada com o fato de RNAs apresentarem diferentes possibilidades de
dobramentos secundéarios e terciarios, mas também porque essas moléculas
apresentam longas sequéncias, 0 que aumenta a chance de adquirirem uma
conformacéao diferente da esperada (WAN et al., 2012; CLARCK et al., 2012).

2.3.1 RNAs longos néo codificantes
Os RNAs longos nao codificantes (INcCRNAs) sao moléculas de RNA com mais de
200 nucleotideos que nédo codificam proteinas. S&o encontrados principalmente no
nacleo da célula, mas também podem estar localizados no meio citoplasmatico
(PONTING; OLIVER; REIK, 2009). Quando comparados aos RNA mensageiros
(mMRNAs), os IncRNAs apresentam poucos éxons e poucas ORFs (open reading
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frames) (DERRIEN et al.,, 2012). Os IncRNAs sdo essencialmente classificados de
acordo com a sua posi¢cdo gendmica em relacdo a genes codificadores de proteinas;
assim, sao classificados como: sense, intergénicos, intronicos, pseudogenes, transcritos
com regibes ultraconservadas, ou antisenses (ST. LAURENT; WAHLESTEDT;
KAPRANOV, 2015).

Similarmente ao processo de transcricdo dos mRNAS, os IncRNAs também séo
transcritos pela RNA polimerase I, podem apresentar modificacdes pos transcricionais,
como a adicdo de “capping” de metilguanosina na terminagdo 5’ e poliadenilagdo na
terminacdo 3’; ou sofrer o processo de splicing (DERRIEN et al., 2012;PONTING;
OLIVER; REIK, 2009;QUINN; CHANG, 2016).

A estrutura dos IncRNAs ainda ndo esta completamente esclarecida, mas sabe-
se que estas moléculas apresentam diversas estruturas secundarias e terciarias;
extremamente importantes para a interacdo desses RNAs com proteinas e outros
acidos nucléicos (WAN et al.,, 2012; CLARCK et al. 2012). Dentre as estruturas
secundéarias, os IncRNAs apresentam hairpin loops, hélices, loops internos,
protuberancias e regibes de simples fita (FIGURA 3). As estruturas terciarias
compreendem as tripla-hélices, pseudonés, kissing loops e tetraloops (FIGURA 4)
(NOVIKOVA et al., 2012; THEIMER et al., 2005).

FIGURA 3- ESTRUTURAS SECUNDARIAS DOS RNAs LONGOS NAO CODIFICANTES.
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FONTE: Adaptado de BLYTHE et al.(2015).
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FIGURA 4- ESTRUTURAS TERCIARIAS DOS RNAs LONGOS NAO CODIFICANTES.
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Devido a alta complexidade estrutural que podem assumir, estas moléculas
apresentam um nivel de versatilidade e complexidade similar ao observado em
proteinas (BLYTHE et al., 2015). A estrutura dos IncRNAs é alterada dependendo com
quais moléculas eles estao interagindo. Ja foi observado que os INcCRNAs apresentam
um grande numero de sitios ligantes de proteinas, o que permite que atuem como
plataformas para a formacdo de unidades funcionais protéicas complexas (LEEPER;
VARANI, 2005; DUSZCZYK et al., 2011).

Os IncRNAs podem agir em cis, atuando na regulacdo da expressao de genes
préximos ao seu local de sintese; ou em trans, regulando a expressdo de genes
localizados em outras regides do genoma. Ja foram descritos diferentes mecanismos de
acdo dos IncRNAs. Alguns desempenham sua funcdo ao modificar a estrutura da
cromatina (TSAI et al., 2010); ao atuar no imprinting genémico (MERCER et al., 2013);
ao promover a inativacdo do cromossomo X (KAWAKAMI et al., 2004), ao alterar a
atividade transcricional de diferentes genes (KHALIL et al.,2009); ou ao interferir nas
etapas de traducdo, processamento e na estabilidade dos mRNAs (TRIPATHI et al.,
2010) (FIGURA 5).

Ao atuarem no processo de remodelamento da cromatina, e recrutarem
complexos modificadores de cromatina, os INCRNAs afetam diretamente o processo de
transcricdo génica (TSAI et al.,, 2010). Os IncRNAs também podem interferir com o
recrutamento e a atividade de DNA metiltransferases e, desse modo, modular a
metilacdo de dinucleotideos CpG e, desse modo, promover alteracdes na expressao
génica (LAW; JACOBSEN, 2010).

Quando intervém no processo de transcricdo, os INcCRNAs atuam sequestrando
ou alterando a localizacéo celular de fatores de transcricdo, competindo com o sitio de
ligacdo ao DNA ou até mesmo interferindo diretamente na atividade da RNA Polimerase
II. De outro modo, o processo de transcricdo dos IncRNAs pode regular a transcricao
génica. Isto porque o processo de transcricdo do InNcCRNA estabiliza os dominios da
cromatina e permite que ocorram as modificacdes de histonas necessérias para ativar a
transcricdo de genes proximos ou antisense (WANG et al., 2011).

Além dos processos desempenhados no nucleo da célula, os INcRNAs também

atuam no citoplasma e modulam a atividade e a abundancia de proteinas e mRNAs
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(BLYTHE et al., 2015). Os IncRNAs também interferem com a estabilidade dos mMRNAS.
Os IncRNAs atuam inibindo a degradacao dos mRNAs, pois ao interagirem com essas
moléculas eles previnem que a maquinaria de degradacdo se ligue aos mRNAs e 0s
degrade. Além disso, os INcCRNAs atuam como competidores enddgenos de microRNAs
e, dessa forma, impedem a repressédo da traducdo dos mRNAs. Adicionalmente, os
INcRNAs recrutam fatores que desestabilizam os mRNAs e aumentam a taxa de
degradacdo destes acidos nucléicos (KUNG et al., 2013).

O processo de traducdo de mRNAs €& modulado pelos IncRNAs através de
diferentes mecanismos; como por exemplo, através da competicdo pelo sitio de ligacdo

do mRNA na maquinaria de traducdo (WANG et al., 2011).
FIGURA 5- FUNGOES DOS RNAs LONGOS NAO CODIFICANTES
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inibir a transcricdo do DNA, por influenciar no splicing dos mRNA, por interferir com a estabilidade dos
mMRNA, ou por ativar ou inibir a traducao dos mRNA em proteinas.

FONTE: Adaptado de SILVA et al.(2015)

Foi observado que a expressao dos IncRNAs em diferentes tecidos do organismo
€ importante para inumeros processos biologicos, incluindo diferenciacéo
celular/organogénese (PAULI, A.; RINN, J.; SCHIER, 2011; FATICA; BOZZONI, 2013),
desenvolvimento neuronal (KUNG et al., 2013) e modulacdo do sistema imune
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(HEWARD; LINDSAY, 2014). Apesar de muitos IncRNAs apresentarem sua funcao
biolégica conservada entre diferentes espécies, estudos de sequenciamento completo
do transcriptoma (RNA-seq) demonstraram que 81% dos IncRNAs ndo tém sua
sequéncia de DNA conservada. Contudo, a regido promotora dos IncRNAs é mais
conservada do que a dos genes codificantes de proteinas; indicando a importancia da
regulacédo da expressao destas moléculas (DERRIEN et al., 2012).

Desta maneira, 0s IncRNAs surgiram como reguladores essenciais em
praticamente todos os aspectos da biologia (KIM et al., 2016). Além disso, estas
moléculas apresentam uma especificidade tecidual maior do que a observada por
outros RNAs, tornando-as interessantes candidatos para biomarcadores diagnésticos e
alvos terapéuticos (SILVA et al., 2015; FANG; FULLWOOD, 2016).

De acordo com diferentes analises de expressao, é cada vez mais evidente que
alteracdes nos niveis de expressdao de varios INncCRNAs estdo correlacionadas com
processos de desenvolvimento e estagios de doencas. Foi observada a expressao
aberrante de RNAs longos néo codificantes em varias doencas complexas (CIPOLLA et
al., 2018); como em doencas neurodegenerativas (PASTORI; WAHLESTEDT, 2012),
doencas cardiovasculares (SCHONROCK; HARVEY; MATTICK, 2012), diabetes e
obesidade (KIM et al., 2016), e na biologia do cancer (TYE et al., 2016).

A importancia dos IncRNAs na carcinogénese esta relacionada com a funcao
desempenhada por essas moléculas nos processos de proliferacdo celular (TRIPATHI
et al., 2013), resisténcia a apoptose (PICKARD et al., 2013), metastase (YING et al.,
2012), inducéo da angiogénese e evasao de supressores tumorais (NING et al., 2016).
Foi verificada alteracdo na expressao dos IncRNAs em diferentes tipos de canceres;
como o cancer gastrico (MA et al.,, 2016), cancer de mama (VIKRAM et al., 2014),
cancer de pulmédo (SCHMIDT et al.,, 2011), préstata (PICKARD et al., 2013) e
hepatocarcinoma (PENG; FAN, 2015).

Um dos exemplos de IncRNA associados ao cancer € o IncRNA HOTAIR (HOX
antisense intergenic RNA), que esta localizado no cromossomo 12g13.13 e apresenta
em torno de 2.200 nucleotideos. Ja foi observado que esse INCRNA esta superexpresso
em canceres de pulmdo e mama e estd associado com a invasao, progressao,

metastase e pior progndstico dos pacientes (VIKRAM et al., 2014).
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2.3.2 IncRNAs e Céancer de Mama

O IncRNA MALAT-1 (Metastasis-Associated Lung AdenocarcinomaTranscript 1)
esta localizado no cromossomo 11913 e contém 8.000 nucleotideos (CERK et al.,
2016). Este IncRNA foi primeiramente descoberto no cancer de pulmdo, mas ja foi
observado que ele estd superexpresso em outros tipos de canceres, incluindo o cancer
de mama (CERK et al., 2016), cancer cervical (ZHANG et al., 2015) e cancer de pulméo
de células ndo pequenas (SCHMIDT et al., 2011). Zhang et al.(2018) demonstraram a
superexpressdo do MALAT-1 em tumores de mama, o que também foi correlacionado
com o0s processos de metastase, proliferacédo celular e migracao.

Foi observado que tumores de mama apresentam expressdo aumentada do
INcRNA HOTAIR, além de estar associado com invasdo e metastase nos carcinomas
mamarios. Esta molécula interage com complexo metiltransferase PRC2 (Polycomb
Repressive Complex 2) e causa o silenciamento de diversos genes através de
modificacdes nas histonas (GUTTMAN et al., 2009; GUPTA et al., 2010).

Em um estudo realizado por Li et al. (2016), foi evidenciado que tumores de
mama apresentam maior expressdo do INcRNA TUGL1 (Taurine Upregulated Gene 1).
Além disso, os autores observaram que maiores niveis de TUG1 estdo associados com
o tamanho do tumor, a presenca de metastases e o grau do tumor. Assim como em
tecidos tumorais, foi observada a maior expressdo de TUG1 em linhagens celulares
invasivas, como as triplo negativas, MDA-MB 231 e MDA-MB-436, quando comparadas
com linhagens menos agressivas, como as luminais A, MCF-7 e T47D. Ensaios
funcionais com linhagens celulares, indicaram que o silenciamento de TUGL1 resultou na
diminuicdo da proliferacédo celular, supresséao de invasao e migracdo, aumento na taxa
de apoptose, e também aumento na atividade da caspase 3 e caspase 9, enzimas
envolvidas com o processo de apoptose.

Através de analises in silico, com dados do TCGA, foi demonstrado que a
expressdo do IncRNA TUG1 ndo € uniforme em amostras tumorais de mama. Os
subtipos HER2-enriquecido e basal-like apresentam maiores niveis de expressédo de

TUG1, quando comparados com o subtipo Luminal A. Além disso, dentre os pacientes
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do subtipo HERZ2-enriquecido, a maior expressao de TUG1 foi associada com maior
tempo de sobrevida dos pacientes (GRADIA et al., 2017).

Os IncRNAs também ja foram associados com o desenvolvimento de resisténcia
a terapia com vérias drogas em pacientes com cancer de mama. Zhu et al. (2018)
verificaram que células resistentes ao anticorpo monoclonal trastuzumab expressam
niveis mais elevados do IncRNA UCA1l (Urothelial Cancer Associated 1). O
silenciamento do IncRNA UCA1l foi capaz de restabelecer a sensibilidade ao
trastuzumab, uma vez que foi observado aumento da apoptose, reducéo da viabilidade
celular e invasao. Os autores propuseram que o UCAL atua como uma esponja para o
miR18a. Observou-se que niveis mais elevados de microRNA estavam ligados a niveis
mais baixos de proteina YAP1 e CDK6 e niveis mais elevados de PTEN. Niveis
reduzidos de YAP1, um regulador transcricional, foi capaz de restabelecer a
sensibilidade celular ao tratamento com trastuzumab (ZHU et al., 2018).

Em células tumorais de mama, o IncRNA-ROR (Regulator of Reprogramming) foi
associado com a transicdo epitélio-mesénquima (TEM) e o aumento da sua expressao
promoveu menor sensibilidade as drogas quimioterapicas 5-Fluorouacil (5-FU) e
paclitaxel, com aumento concomitante de marcadores TEM, como maior expressao de
N-caderina e Vimentina e também menor expressdo de E-caderina. A inibicdo do
lincROR produziu uma melhor resposta ao tratamento com Paclitaxel e 5-FU, mas
também reduziu os marcadores de TEM (CHEN et al,. 2015).

Li et al. (2017) sugeriram que a expressdo de IncRNA CRALA
(chemoresistance-associated INncRNA) poderia ser usada como um biomarcador para
resisténcia ao Paclitaxel e a Cisplatina em pacientes com cancer de mama. Pacientes
que desenvolveram resisténcia a quimioterapia expressavam altos niveis de CRALA.
Além disso, o CRALA é regulado positivamente em linhagens de células de cancer de
mama resistentes a quimioterapia e a inibicdo do CRALA foi capaz de restabelecer a

sensibilidade ao Paclitaxel e a Cisplatina.
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2.3.3 HLA Complex Group 11 (HCG11)

O IncRNA HCG11 (HLA Complex Group 11) esta localizado no cromossomo
6p22.2, apresenta 5.696 nucleotideos e apenas 1 éxon, codificado na fita 5>3’
(forward strand). A localizacdo celular desta molécula pode ser tanto nuclear quanto
citoplasmatica (TICHON et al., 2016). Nas linhagens celulares GM12878 e IMR90, o
HCG11 se encontra no citoplasma celular. Ja nas linhagens K562 e HUVEC, ele é
expresso no nucleo e no citoplasma, enquanto que na linhagem HelLa-S3, ele é
encontrado apenas no nucleo da célula. Nao foi detectada expressdao do HCG11 na
linhagem MCF-7 (TICHON et al., 2016).

A estrutura do HCG11 ainda néo foi estabelecida, entretanto, com base em
modelos computacionais de predi¢cao de estrutura secundaria de RNAs, o HCG11 pode
ter sua estrutura similar ao demonstrado na Figura 6. Através do modelo de predicédo de
energia livre minima, € possivel que o HCG11 apresente em sua estrutura hairpin loops,
loops internos e regides de hélice. A estrutura prevista teria energia livre de -1760,40
kcal/mol (RNAfold WebServer).
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FIGURA 6 - ESTRUTURA SECUNDARIA DO HCG11 ATRAVES DO MODELO DE PREDIGAO DA
MINIMA ENERGIA LIVRE.

LEGENDA: Séao observados diferentes motivos na estrutura secundaria do HCG11, como hairpin loops,
loops internos e regides de hélice. A escala de cores indica a probabilidade de o pareamento de bases
previsto estar correto, quanto mais perto de 1 maior a chance de acerto.

FONTE: RNAfold WebServer,
http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi?PAGE=3&ID=vB942wUNBC

O HCG11 é considerado um pseudogene do INcRNA NORAD (non-coding RNA
activated by DNA damage) e apresenta 91% de similaridade com a sequéncia do
NORAD (FIGURA 7). O IncRNA NORAD esta localizado no cromossomo
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20g11.23,contém 5.339 nucleotideos, apenas 1 éxon, na fita 3° - 5’ (reverse strand) e
estéa localizado preferencialmente no citoplasma celular (TICHON et al., 2016).

Tanto NORAD quanto HCG11l sédo IncRNAs poliadelinados e seus genes
parecem ser transcritos a partir de promotores derivados de longas repeti¢cdes terminais
de retrovirus endégenos (BOHN et al., 2017). Entretanto, a expressdo do HCG11 é
aproximadamente 200 vezes menor do que o IncRNA NORAD (TICHON et al., 2016).

FIGURA 7 - COMPARAGAO DAS SEQUENCIAS DO NORAD E HCG11.
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LEGENDA: a) Score de alinhamento entre as sequéncias do NORAD e HCG11, considerando 3 regides
de pareamento. b) Estdo demonstrados os dados do pareamento obtido. Indicando a similaridade de 91%
entre as sequéncias avaliadas e 94% de cobertura no pareamento realizado.

FONTE: Nucleotide Blast - NCBI, https://blast.ncbi.nim.nih.gov

O IncRNA HCG11 contém 16 sequéncias conservadas de ligacdo as proteinas
da familia PUMILIO, PUM1 e PUM2 (FIGURA 8). Similarmente, o IncRNA NORAD
apresenta 17 sequéncias de ligacdo com as proteinas PUMILIO. Embora a funcéo

molecular do HCG11 seja desconhecida, o NORAD foi proposto em atuar como um
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inibidor competitivo de PUMs, mediado por seus muitos elementos de resposta a
Pumilio (PRES) (LEE et al., 2016; BOHN et al., 2017).
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FIGURA 8 - SEQUENCIA DO HCG11.
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LEGENDA: Em azul estdo marcadas as sequéncias que sdo reconhecidas pelas proteinas PUMILIO.
FONTE: Nucleotide - NCBI, https://www.nchi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_026790.1

As proteinas da familia PUMILIO estdo envolvidas em diferentes vias de
sinalizacao celular, em processos neuronais e de desenvolvimento, na comunicacao
célula-célula e de adesao celular. Sdo proteinas que se ligam a RNAs (RBP) e agem
como inibidores da expressdo dos seus alvos. Elas se ligam em seus alvos
preferencialmente na sequéncia UGUANAUA, que € a sequéncia do elemento de
resposta a PUMILIO (PRE) (WANG et al., 2002; GALGANO et al., 2008).

PUM1 e PUM2 apresentam fungdes similares e diminuem a estabilidade dos
MRNAs de seus alvos, e também interferem na traducdo dessas moléculas em
proteinas funcionais

Dentre os alvos de PUMILIO, estdo os fatores de reparo do DNA, replicacdo do
DNA, ciclo celular e reguladores da mitose. Por controlarem genes chave para a
manutencdo da homeostase celular, a atividade das proteinas PUMILIO deve ser
precisamente controlada. Foi observado que tanto a hiperativacdo quanto a
hipoativacdo destas proteinas estao relacionadas com a instabilidade genémica (LEE et
al., 2016).

PUM1 promoveu a inibicdo do gene supressor tumoral CDKN1B/p27, além de

causar a inibicdo de alvos relacionados com a estabilidade gendmica (KEDDE et al.,
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2010). Entretanto, também foi demonstrado que a deplecdo de PUMILIO causou a
proliferagdo celular e a superexpressdo promoveu a inibicdo do fator de crescimento
E2F3 (MILES et al., 2012).

A funcdo desempenhada pelo HCG11 no processo carcinogénico anda nao foi
completamente elucidada. Xu et al. (2017) observaram que o HCG1l tem sua
expressdo aumentada nos carcinomas hepatocelulares, quando comparados com o0s
tecidos adjacentes ndo-tumorais. Além disso, 0s autores observaram que a expressao
desse IncRNA esta correlacionada com a expressao da proteina IGF2BP1 (do inglés
insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein). Testes in vitro demonstraram que a
inibicdo do HCG11 reduziu a expressdo da proteina IGF2BP1, que é capaz de inibir
proteinas da via de transducao de sinal MAPK. O bloqueio do IncRNA HCGL11 foi capaz
de induzir a apoptose, além de reduzir migracdo, proliferacdo, capacidade invasiva e a
viabilidade celular da linhagem tumoral de carcinoma hepatocelular, HepG2. Esses
efeitos foram justificados pelos niveis reduzidos de proteinas anti-apoptéticas, p-p38, p-
ERK, p-JNK; mas também pelo aumento dos niveis de expressdo de proteinas pro-
apoptoticas, como p21 e caspase-3 clivada.

Através de analises in silico com dados obtidos do TCGA, Liu et al. (2016)
observaram que superexpressdo de HCG11 em pacientes com cancer de mama esta
correlacionado com um menor tempo de sobrevida. Além disso, o0s autores
demonstraram que os niveis de expressdo HCG11 estdo associados significativamente
com o subtipo triplo negativo e o status do receptor de estrogénio. Foi observado que
dentre os tumores que apresentam superexpressao do HCG11, 60% sé&o do subtipo
triplo negativo. Por outro lado, dentre os tumores que ndo apresentam alteracdo na
expressdo do HCG11, 73% séo positivos para o receptor de estrogénio.

Tumores de pulméao de células escamosas também apresentam menores niveis
de expressdo do HCG11, em comparacao com tecidos nao-tumorais (HUANG et al.,
2017).

Também foi observado que o IncRNA HCG11l estd superexpresso nos
melanomas cutaneos. Quando comparados o nivel de expressdo desta molécula em
relacdo aos estagios do tumor, foi observado que tumores nos estagios I/l apresentam

expressao do HCG11 3,05 vezes maior do que o estagio 0. Similarmente, tumores nos
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estagios Il/IV apresentam expressédo do HCG11 3,26 vezes maior do que o estagio 0.
Os autores observaram que o HCG11 interage com 0os microRNAs miR-106b-5p e miR-
194-3p. Foi observado que a menor expressdo do miR194-3p esta correlacionada com
metéstase tumoral e o desfecho da doenca (XU et al.,2018).

Em um estudo realizado por Zhang et al. (2016), foi analisada a expressédo do
INcRNA HCG11 em tumores de préstata, através de andlises in silico e in vivo. A analise
de bioinforméatica com os dados obtidos do TCGA indicou que amostras de tecido
tumoral apresentam menor expressdao do HCG11l, quando comparadas com as
amostras de tecido ndo-tumoral. Corroborando com os dados obtidos in silico, os
autores demonstraram que amostras de tecido n&o-tumoral apresentam maior
expressdo de HCG11, quando comparadas com amostras tumorais.

Considerando a importancia do HCG11 em diferentes neoplasias e também o
fato da expressao diferencial dessa molécula ser tumor especifica, o objetivo desse
trabalho é avaliar se existe diferenca na expressdo do HCG11 nos subtipos Luminal A e
triplo negativo, além de verificar se existe associacdo entre os niveis de HCG11 e os

dados clinicos das pacientes desses subtipos do cancer de mama.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
- Avaliar o nivel de expressédo do IncRNA HCG11 em tecidos tumorais de pacientes

diagnosticadas com cancer de mama dos subtipos Luminal A e triplo negativo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar se existe diferenca na expressdao do IncRNA HCG11l em pacientes dos
subtipos Luminal A e triplo negativo;

- Comparar os dados clinicos das pacientes com a expressao do IncRNA HCG11;

- Avaliar a expressao do HCG11 em pacientes triplo negativas submetidas a tratamento
neoadjuvante;

- Avaliara expressdo do HCG11 em diferentes tipos histolégicos no cancer de mama.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZAC}AO DA AMOSTRA

As amostras de tecido tumoral mamario foram obtidas durante procedimento
cirargico no Hospital Nossa Senhora das Gragcas em Curitiba (PR). O presente estudo
faz parte de um amplo projeto na area de genética dos tumores mamarios, que vem
sendo desenvolvido pelo Laboratorio de Citogenética Humana e Oncogenética da
Universidade Federal do Parana (UFPR). O projeto foi aprovado no comité de ética em
pesquisa: processo n°® 25000.007020/2003-93; registro no CONEP: 7220 e parecer n°
251/2003, de 20/02/2003. As pacientes participantes desse estudo assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Foram utilizadas 23 amostras tumorais do subtipo
Luminal A e 18 amostras do subtipo triplo negativo. Dentre as amostras do subtipo
Luminal A, 6 eram carcinomas lobulares e 17 eram carcinomas ductais. Dentre as
amostras triplo negativo, todas as amostras selecionadas eram carcinomas ductais.
Considerando as amostras que receberam tratamento neoadjuvante, nenhuma das
pacientes com o subtipo luminal A recebeu o tratamento prévio a cirurgia. J4 entre as
pacientes com o subtipo triplo negativo, 8 pacientes receberam tratamento

neoadjuvante.

4.2 EXTRACAO RNA
A extracdo de RNA dos tumores solidos foi realizada com o kit de extragédo
RNeasy® QIAGEN seguindo as orientacdes do fabricante. Foram utilizados 0,03g de
amostra, a qual foram adicionados 600 ul de tampdo RLT, contendo isotiocianato de
guanidina. Apos a lise do material, a amostra foi centrifugada durante 3 minutos a
20.000 xg. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo com a adicédo de 600
ul de etanol 70%. A amostra foi transferida para uma coluna com filtro e centrifugada
por 15 segundos a 10.000 rpm. O filtrado foi descartado e a coluna lavada com 350 pl
de RW1, contendo sal de guanidina, seguido de centrifugacéo por 15 segundos a 8.000
Xg. Apoés a centrifugacdo, foram adicionados 80 pl de DNAase (1U/ ul) e tampéo de
DNAase durante 15 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram novamente
lavadas com 350 pl de RW1 e posteriormente lavadas duas vezes com 500 pl de
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tampédo RPE, contendo etanol. O RNA foi eluido com 30 pl de agua dietilpolicarbonato
(DEPC). A concentracdo de RNA das amostras foi medida em aparelho Nanodrop

Spectrophotometer 2000 (ThermoScientific).

4.3 SINTESE DE cDNA

O DNA complementar (cDNA) foi produzido com o kit High Capacity RNA to
cDNAcreator® (AppliedBiosystems), em um volume total de 20 ul. Foram adicionados
1000 ng de RNA tratado com DNAase, 2 ul de tampéo 10X, 1 ul de dNTPs (100mM), 1
pl de RandomPrimers 10X, 1 ul de Multiscribe (50U/ul), 0,5 ul de RNAase Out (40 U//ul)
e 2 ul de agua DEPC. A reacéo foi realizada em termociclador com a seguinte ciclagem:
5 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C, 10 minutos a 80°C e 1 hora a 4°C.

4.4 RT-gPCR

A quantificacdo dos IncRNAs foi realizada através da técnica de RT-qPCR (Real
Time quantitative Polymerase Chain Reaction), com a utilizacdo de agente fluorescente
intercalante de DNA SybrGreen®. O complexo SybrGreen-DNA emite fluorescéncia a
535 nm, quando excitado com um comprimento de onda de 520 nm. Apds a reacado de
amplificacdo, foi realizada a curva de dissociacdo para determinar a especificidade do
produto amplificado. A analise da curva de dissociacdo foi realizada avaliando a
temperatura de melting (TM) do produto amplificado.

A reacdo foi realizada em equipamento ViiA7 (AppliedBiosystems), em placa de
96 pocos. O volume final da reacdo foi de 10 pl por poco, sendo 5,0 pl de
SYBR®GreenDye 2x, 4,5 de cDNA na concentracdo de 2 ng/ul e 0,5 pl da solugéo
10uM de primers Forward e Reverse (Quadro2). As amostras foram analisadas em
duplicata técnica. O gene da Beta Glucuronidase (GUS ) foi utilizado como gene
normalizador. Um pool de linhagens tumorais que expressam os genes de interesse foi
utilizado como amostra calibradora. A reacao foi realizada com a seguinte ciclagem:
95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C de 15 segundos e 60°C por 1 minuto. O calculo

da expressao relativa foi realizado utilizando-se o método 2-24Ct,
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QUADRO 2- SEQUENCIA DOS PRIMERS UTILIZADOS NA RT-qPCR.

Primers | Sequéncias

Tamanho do fragmento

5-CCCACCACGCAGTGAATAG-3’

amplificado
GUS B 5-CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3 101pb
5-GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT-3’
HCG11 | 5-AGGAGTGGTTGCATTTGGGA-3' 79 pb

FONTE: A autora (2018).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whithey com as médias de

expressdo do HCG11l entre os subtipos tumorais analisados, bem como entre os

parametros clinicos e histopatolégicos das pacientes incluidas neste estudo. O valor de

significancia utilizado foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

A expresséo relativa do HCG11 entre os subtipos Luminal A e triplo negativo esta

demonstrada na Figura 9. Foi observado que o IncRNA HCG11 é significativamente

mais expresso nos tumores do subtipo triplo negativo (p= 0,0007), quando comparado

com tumores do subtipo Luminal A. Tumores do subtipo Luminal A normalmente

apresentam baixo grau histolégico e sdo associados com um bom prognostico. Em

contrapartida, tumores do subtipo triplo negativo apresentam alto grau histolégico e pior

prognoéstico. O aumento da expressao do IncRNA HCG11 no subtipo triplo negativo

pode estar associado com o progndstico clinico menos favoravel e também com as

diferengas clinicas observadas entre o subtipo Luminal A e triplo negativo.

FIGURA 9 - EXPRESSAO RELATIVA DO HCG11 NOS SUBTIPOS TUMORAIS LUMINAL A E

TRIPLO NEGATIVO.

*%*

32-

16

Expressao Relativa do HCG11

Luminal A
(n=23)

Triplo Negativo
(n=18)

*p<0,001
FONTE: A autora (2018).
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A expressao relativa do HCG11 foi também avaliada em relagdo a diferentes
parametros clinicos e histopatolégicos das pacientes utilizadas no estudo. Através do
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, foi avaliado se havia diferenca de expressao
ao dividir as pacientes em diferentes grupos. As pacientes foram estratificadas levando
em consideracdo idade, mais ou menos de 50 anos; presenca ou ndo de metéstase
nos linfonodos axilares; tamanho e grau do tumor.

Quando comparados os dados de expressdo entre todas as pacientes
analisadas, ndo houve diferenca significativa da expressdo do HCG11 entre pacientes
com menos de 50 anos em relagdo ao grupo com mais de 50 anos (p= 0,352).
Também néo foi observada diferenca estatisticamente significativa quando a andlise de
idade foi realizada dentro das amostras luminais A (p= 0,257) e dentro das amostras
triplo negativas (p= 0,232).

Em relagdo a presenca ou ndo de metastase em linfonodos axilares, ndo foi
evidenciada diferenca estatistica na expressdo do HCG11 (p= 0,5). Também néo foi
observada diferenca estatistica quando a analise de metastase em linfonodos axilares
foi realizada dentro das amostras luminais A (p= 0,917) e dentro das amostras triplo
negativas (p= 0,187).

A analise da expressdo do HCG11 em relagédo ao tamanho do tumor foi realizada
avaliando a média do tamanho dos tumores. Isso possibilitou dividir as amostras em
dois grupos; um grupo que apresentava tamanho do tumor menor que a média e o
outro grupo que apresentava tamanho tumoral maior que a média. A andlise de relacéo
foi feita comparando os dados de expressédo do HCG11 entre 0os 2 grupos.

Quando analisados os dados de todas as pacientes do estudo, n&o foi
observada associacao entre a expressao relativa do HCG11 e o tamanho dos tumores
(p= 0,5). Dentro do subtipo Luminal A, o tamanho do tumor também nao foi associado
com a expressdo do HCG11. Entretanto, foi observado que entre as amostras do
subtipo triplo negativo, a menor expressdo do HCG11 foi associada com tumores que
apresentavam tamanho maior que a média desse grupo, que foi de 32 mm (p=0,04)
(FIGURA 10).

Para verificar se a terapia neoajudvante estava interfirindo com o tamanho do

tumor avaliado, foram comparados os tamanhos dos tumores das pacientes triplo
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negativas submetidas ou ndo ao tratamento neoadjuvante. Na analise realizada n&o foi
observada diferenca estatisitica no tamanho dos tumores das pacientes submetidas ou

nao ao tratamento neoadjuvante (p= 0,680).

FIGURA 10 - EXPRESSAO RELATIVA DO HCG11 EM RELACAO AO TAMANHO DOS TUMORES DO
SUBTIPO TRIPLO NEGATIVO.

*

Expressao Relativa do HCG11
e

<32 mm >32mm
(n=12) (n=6)

*p<0,05
FONTE: A autora (2018).
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Foi observado que tumores com grau lll apresentaram maior expressdo do
IncRNA HCG11 (p= 0,038), quando comparados com tumores de grau | e Il (FIGURA
11). Isto indica que a maior expressao desse INCRNA esta associado com tumores mais

agressivos.

FIGURA 11- EXPRESSAO RELATIVA DO HCG11 ENTRE TUMORES COM GRAU | E Il E GRAU IlI.
*

32-

161

Expressao Relativa do HCG11

Grau I/ll Gra'u 1]
(n=21) (n=17)

*p<0,05.
FONTE: A autora (2018)
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Entre as amostras do subtipo Luminal A, 6 amostras séo carcinomas lobulares e
17 amostras sao carcinoma ductais. Foi avaliado se havia diferenca de expresséo do
HCG11 entre os tumores Luminais A provenientes de diferentes tipos histoldgicos
mamarios. Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos (p= 0,177),
sugerindo que a origem histoldgica do tumor ndo esta relacionada com a expressao do
HCG11 e que expressao dessa molécula se mantém homogénea entre o subtipo
Luminal A (FIGURA 12).

FIGURA 12 - EXPRESSAO RELATIVA DO HCG11 EM CARCINOMAS DUCTAIS E LOBULARES DE
PACIENTES COM SUBTIPO LUMINAL A.
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FONTE: A autora (2018
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Entre as amostras do subtipo triplo negativo, 8 pacientes foram submetidas a
terapia neoadjuvante e 10 pacientes ndo receberam tratamento prévio a cirurgia. Nao
foi observada diferenca estatisticamente significativa (p= 0,235) nos niveis de
expressdo do HCG1l entre as pacientes com ou sem tratamento (FIGURA 13).
Também néo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa na expressao do
HCG11 das pacientes triplo negativas submetidas ao tratamento neoadjuvante (p=
0,25) e sem terapia neoadjuvante (p>0,99). Este resultado sugere que o tratamento
quimioterapico nao interfere na expressdo do HCG11 e que a expressdo avaliada no

subgrupo triplo negativo nao sofreu interferéncia do tratamento neoadjuvante.

FIGURA 13 - EXPRESSAO RELATIVA DO HCG11 EM AMOSTRAS TRIPLO NEGATIVAS
SUBMETIDAS OU NAO AO TRATAMENTO NEOADJUVANTE.
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FONTE: A autora (2018)
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6. DISCUSSAO

Apesar dos significativos avangos no entendimento e no tratamento do
carcinoma mamario nos ultimos anos, a doenca ainda é um grave problema de saude
publica no mundo todo. A dificuldade em entender as caracteristicas clinicas e
moleculares dos tumores, em elucidar os mecanismos de resisténcia a drogas
antineoplésicas e em prevenir a recidiva e metastase da doenga ainda sdo os maiores
desafios a serem enfrentados no combate a neoplasia maméaria (LUKONG et al., 2017).

O cancer de mama é subdividido em diferentes subtipos, que apresentam
diferencas em seu perfil de expressédo génica; em suas caracteristicas clinicas, como
tempo de sobrevida livre da doenca, tempo total de sobrevida, potencial metastatico e
de invasdo; na resposta a tratamentos (LUKONG et al., 2017). Por apresentarem
caracteristicas biologicas, moleculares e clinicas tado diferentes, esses subtipos
representam grupos biologicos diferentes e devem ser analisados como doencas
diferentes. Ao levar em consideracdo que cada subtipo apresenta caracteristicas
exclusivas, é possivel determinar os fatores de diagnostico e de progndstico associados
a cada subtipo. Isto acarreta em diferentes formas de tratamento; a fim de fornecer
tratamento personalizado para cada paciente (GOLDHIRSCH et al., 2013).

A classificacdo imunoistoquimica dos canceres de mama € determinada através
do status do receptor de estrogénio (RE), do receptor de progesterona (RP), do
receptor do fator de crescimento epidérmico humano-2 (HER2), e do indice Ki-67; que
sdo o0s marcadores biologicos mais utilizados na pratica clinica e tém papéis
importantes no prognostico e resposta a métodos terapéuticos (GOLDHIRSCH et al.,
2013). Embora esta classificacdo seja utilizada rotineiramente e ja sejam aplicadas
diferentes estratégias terapéuticas no tratamento dos pacientes com carcinoma
mamario, a andlise desses biomarcadores ndo é suficiente para englobar toda a
heterogeneidade observada nos carcinomas mamarios. Por exemplo, a classificacédo
imunoistoquimica nédo considera a heterogeneidade dos tumores do subtipo triplo
negativo. Este subtipo € o mais invasivo e apresenta o pior prognostico; entretanto, sua
classificacdo é dada pela auséncia da expressdo de outros biomarcadores, sendo
realizada por exclusdo. Uma vez que nao existem biomarcadores especificos para esse

subtipo e que esses tumores apresentam alto indice de proliferacdo, o tratamento €
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realizado apenas com drogas citotoxicas (GOLDHIRSCH et al., 2013). Em muitos
casos, 0s pacientes desenvolvem resisténcia aos medicamentos quimioterapicos e
sofrem recidiva da doenca (LI et al., 2015).

Ha a urgente necessidade de identificar e validar novos marcadores moleculares
para tumores triplo negativos, para que possam ser estabelecidos com maior
especificidade os critérios que definirdo o diagndstico, progndstico e tratamento dos
pacientes com esse subtipo. Ao melhor classificar a doengca, bem como identificar
novas vias de sinalizacdo do tumor, é possivel desenvolver novas formas de
diagndstico e controle da doenca, além de possibilitar o desenho de novas drogas alvos
para o tratamento desse subtipo, que sejam menos toxicas e mais eficazes.

A busca por novos biomarcadores e também a necessidade de melhor entender
a fisiopatologia do subtipo triplo negativo ndo se limita apenas aos genes codificantes
de proteinas. Por exemplo, os genes nao codificantes vém demonstrando que
apresentam grande significado biolégico no surgimento de neoplasias. Neste contexto,
destacam-se os INcCRNAs, que sdo moléculas altamente tecido-especificos e que atuam
controlando a expressao de diferentes genes (FANG; FULLWOOD, 2016). Pequenas
alteracdes na expressdo dos IncRNAs séo capazes de alterar o ambiente celular, uma
vez que, eles podem interferir diretamente no processo transcricional, no
remodelamento de cromatina e atuar como competidores enddégenos de mMIRNA,
MRNAs, bem como interferirem na atividade de diferentes proteinas (SILVA et al.,
2016).

A andlise dos IncRNAs, assim como de outros RNAs nédo codificantes, objetiva
fornecer meios para identificar padrdes de expressdo que representem fendtipos
clinicos importantes, como resisténcia e sensibilidade a terapias especificas, potencial
metastatico, tempo de sobrevida livre de doenca ou tempo total de sobrevida.

Nesse contexto, 0 objetivo desse estudo foi elucidar a relagéo entre a expressao
do IncRNA HCG11 em tumores luminais A e triplo negativos, a fim de entender como
essa molécula pode estar interferindo na diferenciacdo destes subtipos. Além disso, foi
feita também andlise a fim de verificar se havia associagdo de caracteristicas

histopatoldgicas das pacientes com a expressdo do HCG11.
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O presente estudo verificou que o HCG11l é superexpresso em amostras
tumorais do subtipo triplo negativo, quando comparadas com amostras tumorais do
subtipo Luminal A. Além disso, também foi observado que a maior expressao do
HCG11 esta relacionada com tumores mais agressivos, com tumores de grau lll.
Entretanto, ndo foram encontradas associacdes entre a expressao diferencial do
HCG11 e os outros parametros clinicos analisados, como invasdo em linfonodos
axilares, idade ou tamanho do tumor. Foi observado que dentro dos tumores triplo
negativos, a maior expressao do HCG11 foi associada com tumores de menor tamanho.

Ndo foi observada diferenca estatistica entre tumores ductais e lobulares de
pacientes do subtipo Luminal A, sugerindo que a origem celular do tumor néo interfere
na expressao do IncRNA HCG11. Também néo foi evidenciada diferenca estatistica na
expressdo do HCG11 entre pacientes do subtipo triplo negativo que foram submetidas
ou ndo ao tratamento neoadjuvante; indicando que o tratamento quimioterapico nao
interfere na expressdo dessa molécula. Dados clinicos de metastase em linfonodos
axilares e idade das pacientes nao foram relacionados com a expresséao diferencial do
HCG11.

Foi avaliada a expressdo do HCG11 em 23 amostras do subtipo Luminal A e 18
amostras triplo negativas e a auséncia de associacao entre com 0s parametros clinicos
pode ser devido ao pequeno numero amostral utilizado. Portanto, o tamanho amostral
deve ser considerado como um viés do estudo, sendo necessario um nimero maior de
amostras para uma avaliacdo mais precisa.

Um estudo do nosso grupo, realizado por Sugita et al. (2014), através da técnica
de aCGH (array Comparative Genomic Hybridization) avaliando amostras triplo
negativas e nao triplo negativas, indicou que a regido 6p25.3-6pll.2 apresenta
aumento no numero de copias no DNA nas amostras triplo negativas, regido que
contém o gene que transcreve para o IncRNA HCG11. Este achado, junto com os
dados do presente estudo, pode sugerir que o mecanismo pelo qual ha aumento de
expressdo no HCG11 em amostras triplo negativas é através do aumento do nimero de
copias no DNA do gene HCG1ll em pacientes deste subtipo. Nosso estudo,
complementa os achados do aCGH e mostra que o aumento no numero de coépias

dessa regido é seguido do aumento na expressao desse gene, indicando que ocorre a
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transcricdo da regido amplificada. Maiores niveis na expressdo do HCG11 podem estar
alterando a expressdo de outras moléculas, o0 que pode estar interferindo com
processos de divisdo e controle do ciclo celular.

Andlises in silico, utilizando dados de expressao génica do TCGA, com pacientes
com céancer de mama indicaram que hd um aumento na expressdo do HCG11l em
amostras tumorais de mama. Foi demonstrado também que o aumento na expressao
do HCG11 esta relacionado com um pior prognostico destas pacientes. Neste estudo,
0s autores também observaram que a alteracdo no nivel de expressao desse INCRNA
esta significativamente associado com o subtipo triplo negativo. Além disso, foi
evidenciado que ndo ha alteracdo da expressdo dessas moléculas em tumores que sédo
positivos para o receptor de estrogénio (LIU et al., 2016).

Diferentes testes in vitro demonstraram que o HCG11 atua no desenvolvimento
do carcinoma hepatocelular e que a funcdo desse IncRNA esté relacionada com a
funcdo desempenhada pela proteina IGF2BP1, que entédo € capaz de modular a via das
MAPK e a via de apoptose mitocondrial (XU et al., 2017).

Andlises de GO (Gene Ontology) e KEGG Pathways (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) em céancer de proéstata indicaram que o HCG11 pode estar
envolvido em diferentes processos celulares, como na regulacdo da transducéo de
sinal, transcricdo, adeséao celular, desenvolvimento embrionario e fosforilagdo de amino
acidos. Foi evidenciado, através de analises de enriguecimento de vias, que o HCG11
pode estar atuando na via de sinalizacdo MAPK, Jak/STAT, Wnt, e de sinalizacéo
mediada por calcio. Através da construcdo de redes regulatérias, os autores
observaram que o HCG11l pode atuar como competidor endégeno, em que foi
demonstrado que ele atua regulando positivamente 7 miRNAs e regulando
negativamente 9 mRNAs (ZHANG et al., 2016).

O IncRNA HCG11 é considerado pseudogene do IncRNA NORAD e esses
INcRNAs apresentam 91% de similaridade entre as suas sequéncias. Além disso,
essas moléculas apresentam sitio conservados de ligacdo com as proteinas da familia
PUMILIO, que sé&o proteinas de ligacdo a RNAs. Considerando essa similaridade, pode
ser que o HCG11 desempenha funcdes semelhantes as desenvolvidas pelo NORAD.
Foi observado que a perda de fungdo do NORAD esta relacionada com instabilidade
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cromossOmica. Clones celulares depletados para NORAD apresentaram tetraploidia;
alteragdo no numero de cromossomos, com ganho ou perda de cromossomos inteiros;
além de alto indice de erros mitéticos (LEE et al., 2017). O IncRNA NORAD age
regulando negativamente a atividade de PUMILIO, impedindo que as proteinas
PUMILIO se liguem aos mRNAs de seus alvos e degrade-os (TICHON et al., 2016).
Como esses INncCRNAs apresentam varios sitios de ligacdo para a PUMILIO (LEE et al.,
2017), pode-se sugerir que a funcdo desempenhada pelo HCG1l seja similar a
desenvolvida pelo NORAD.

O HCG11 é pouco expresso nas células (TICHON et al., 2016), o que diminui as
chances de atuarem como reguladores das proteinas PUMILIO no ambiente
citoplasmatico. Entretanto pequenas alteracdes na expressdo desse INncRNA podem
causar alteracdes significativas na atividade dessas proteinas e causar um desbalanco
na homeostase celular, uma vez que o HCG11 tem varios sitios para ligagdo com as
proteinas PUMILIO. Desse modo, o aumento nos niveis de expressdo do HCG11 nas
células cancerosas pode estar fazendo com que esse INCRNA esteja mais disponivel no
citoplasma e atue inibindo as proteinas PUMILIO. Futuros estudos sdo necessarios
para determinar a localizagéo celular do HCG11 no cancer de mama, a fim de avaliar se
ocorre apenas 0 aumento da expressao dessa molécula ou se também ocorre mudanca
da localizagdo celular, o que interfere diretamente no mecanismo de controle
desempenhado pelo InNcRNA. Além disso, também é necessario analisar se 0 aumento
da expressdo do HCG11l no subtipo triplo negativo causa inibicdo das proteinas
PUMILIO e, consequentemente, aumento na expresséo de seus alvos.

Um estudo realizado por Pereira (2018) demonstrou que o NORAD nao esta
significativamente mais expresso em amostras triplo negativas, quando comparado com
0s outros subtipos. Entretanto, foi observado aumento significativo dos alvos da
PUMILIO nas amostras triplo negativas, sugerindo que ha outros mecanismos de
controle envolvidos nessa via. Uma vez que o HCG11 esta superexpresso em amostras
triplo negativas e pode estar interagindo com a atividade das proteinas PUMILIO, pode
ser que o aumento de expresséo nos alvos de PUMILIO sejam devido a inibicdo gerada
pelo INcRNA HCG11 (PEREIRA, 2018).
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O presente estudo observou que tumores triplo negativos apresentam maiores
niveis de expressdo do HCG11, corroborando com o estudo de Liu et al. (2016), em
que foi observado que o INncRNA HCG11 esta superexpresso em amostras tumorais de
mama. Entretanto, nos tumores de prostata a diminuicdo nos niveis de expressao
dessa molécula foi relacionada com um pior prognéstico dos pacientes, bem como
menor tempo de recidiva (ZHANG et al., 2016). Portanto, a alteracdo na expressao
dessa molécula parece ser tumor especifica.

Por apresentar especificidade em relagcdo ao tumor avaliado, o HCG11 poderia
ser utilizado como um biomarcador tumoral. Especialmente no caso de tumores triplo
negativos, que ndo apresentam marcadores especificos, o HCG11l poderia ser
investigado como um possivel biomarcador de progndstico, diagnostico ou futuro alvo
terapéutico no tratamento desse subtipo. O tratamento de tumores triplo negativos é
realizado com agentes citotoxicos, que carecem de especificidade para agir somente
nas células tumorais. Como o HCG11l é pouco expresso em células normais e
apresenta-se superexpresso nas ceélulas de tumores triplo negativos, novas terapias
gue inibissem essa molécula poderiam ter alto poder terapéutico e poucos efeitos
colaterais.

Tumores triplo negativos apresentam o pior prognostico entre os subtipos do
cancer de mama, apresentando alto poder de invasdo e capacidade de formar
metastases a distancia. Os mecanismos que estdo relacionados com esse fendtipo
ainda ndo estdo completamente elucidados, por isso € importante determinar quais as
moléculas estdo associadas com esse subtipo, para entdo entender melhor a
fisiopatologia desse subtipo tdo agressivo. Os resultados desse estudo indicaram que o
HCG11 tem sua expressdo aumentada nesse subtipo, sugerindo que a expressao
diferencial desse INcCRNA pode estar relacionada com as caracteristicas observadas em
tumores triplo negativos, além de poder estar envolvido em diversas vias importantes

para o surgimento desses tumores.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo observou que tumores triplo negativos apresentam maiores
niveis de expressdo do IncRNA HCG11, quando comparadas com tumores do
subtipo Luminal A. Também foi demonstrado que maiores niveis dessa molécula
foram associados com tumores de graus histolégicos mais avangados. Parametros
clinicos como idade e presenca de metastase em linfonodos axilares ndo foi
associado com diferentes niveis de expressdo do HCG11. Dentre as amostras do
subtipo Luminal A, ndo foi observada expressdo diferencial entre Carcinomas
Ductais e Carcinomas Lobulares.

Entre as pacientes com o subtipo triplo negativo, foi demonstrado que o
tratamento neoadjuvante ndo interferiu com a expressdo do IncRNA HCG11. No
entanto, foi observado que os tumores de maior tamanho expressavam menores
niveis de HCG11. Os resultados do presente estudo sugerem a especificidade
dessa molécula em relacdo ao subtipo triplo negativo e postulam a possivel a
utilizacdo do HCG11 como um futuro biomarcador de progndéstico e diagnostico para
pacientes e também um possivel alvo terapéutico para pacientes do subtipo triplo
negativo. Futuros estudos sdo necessérios para entender os mecanismos pelo qual
o IncRNA HCG11 esta envolvido na biologia tumoral do cancer de mama, bem como
entender o seu papel na fisiopatologia dos tumores triplo negativos.
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