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RESUMO

JESUS-FERREIRA, H. C. Caracterizagdao funcional do gene codificador de
proteina CD714 e do gene nao codificador de proteina LINC01133 em linhagens
celulares humanas de cancer de mama triplo negativo. 2021. 201p. Tese de
Doutorado. Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica).

Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo.

Dentre os subtipos de cancer de mama, o triplo negativo (TNBC) & o que
apresenta as maiores taxas de mortalidade, sendo, portanto, considerado um enorme
desafio para a clinica. O uso de moléculas como marcadores tumorais vem auxiliando
o clinico no diagndstico, no progndstico e, até mesmo, no tratamento do TNBC, sendo
essenciais na redugédo de suas altas taxa de mortalidade. No entanto, um pequeno
grupo de marcadores tumorais sdo validados na pratica clinica, estimulando a busca
por novos alvos, e sua caracterizagao funcional, como forma de se entender a Biologia
desta doencga. Assim, o objetivo deste trabalho é caracterizar funcionalmente o gene
codificador de proteina CD74 e o gene nao codificador de proteina LINC01133 em
linhagens celulares humanas de TNBC, no intuito de descobrir o papel destas
moléculas na progressao tumoral.

Na primeira parte deste trabalho, analisou-se a expressdo do CD74 frente a um
painel de linhagens celulares que representam os diferentes subtipos dos tumores
mamarios. O CD1714 exibiu elevados niveis de expressdo nas linhagens néo-
tumorigénicas MCF10A e MCF12A e baixos niveis na linhagem triplo negativa
Hs578T. A partir destes resultados, o CD74 foi superexpresso na linhagem Hs578T.
Ensaios de caracterizagdo funcional mostraram que a superexpressdao do CD1714
reduziu a capacidade migratéria e invasiva das células, efeito que foi hipoteticamente
relacionado ao aumento da expressao da E-caderina. No entanto, observou-se
aumento no potencial tumorigénico, levando-nos a sugerir seu envolvimento num
possivel mecanismo utilizado pelas células para compensar a significativa redugéo do
potencial migratdrio e invasivo. Os resultados obtidos indicam que o nivel basal de
expressédo do CD14 observado na linhagem Hs578T é importante, podendo contribuir
para a desenvolvimento primario do tumor, atuando como um oncogene.

Na segunda parte deste trabalho, analisou-se a expressao de 10 RNAs longos

nao codificadores (IncRNAs), frente ao mesmo painel de linhagens descrito



anteriormente. Dentre estes, o IncRNA LINC01133 exibiu baixos niveis de expressao
nas linhagens n&ao-tumorigénicas MCF10A e MCF12A e elevados niveis na linhagem
triplo negativa Hs578T, sendo, entéo, escolhido como alvo de estudo. A partir destes
resultados, decidimos superexpressar, de forma indutivel, o LINC01133 na linhagem
MCF10A e nocautear este gene, via sistema CRISPR/Cas9, na linhagem Hs578T.
Ensaios de caracterizagao funcional mostraram que a superexpressao do LINC01133
na linhagem MCF10A reduziu a proliferagao celular e inibiu o crescimento de coldnias
dependente de ancoragem, mas, em contrapartida, aumentou o crescimento de
colonias independente de ancoragem e a capacidade migratoria e invasiva destas
células. No entanto, sugerimos que isto ndo seja suficiente para tornar estas células
tumorigénicas e metastaticas. Por outro lado, o nocauteamento do LINC01133 na
linhagem triplo negativa Hs578T aumentou de forma consideravel todos os
parametros de malignidade analisados. Baseado nos dados obtidos, sugerimos que o
elevado nivel de expressdo do LINC0O1133 na linhagem Hs578T é importante na
regulacéo negativa de processos relacionados com a progressédo tumoral, atuando
com um supressor tumoral. Os dados obtidos em nosso estudo contribuem para o
enriquecimento de informagdes relacionadas a Biologia do TNBC, auxiliando, desta
forma, no desenvolvimento de potenciais protocolos clinicos e terapéuticos utilizandos

estes biomarcadores.

Palavras-chave: Cancer de mama triplo negativo (TNBC), Biomarcadores, CD14,
LncRNAs, LINC01133.




ABSTRACT

JESUS-FERREIRA, H. C. Functional characterization of the CD174 protein-coding
gene and the non-protein-coding LINC01133 gene in triple negative human
breast cancer cell lines. 2021. 201p. PhD Thesis. Graduate Program in Biological

Sciences (Biochemistry). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

Among the breast cancer subtypes, the triple negative (TNBC) displays the
highest mortality rates, being, therefore, considered a major challenge for the clinic.
The use of molecules as tumor markers has helped clinicians in the diagnosis,
prognosis and even in treatment of TNBC, being essential in reducing its high mortality
rate. However, a small group of tumor markers is validated in clinical practice,
stimulating the search for new targets, and their functional characterization, as a way
to understand the biology of this disease. Thus, the aim of this work is to functionally
characterize the CD14 protein-coding gene and the non-protein-coding LINC01133
gene in human TNBC cell lines, in order to probe into the role of these molecules in
tumor progression.

In the first part of this work, the expression of CD14 was analyzed in a panel of
cell lines that represent the different subtypes of breast tumors. High expression levels
of CD14 were observed in the non-tumorigenic MCF10A and MCF12A lineages and
low levels in the triple negative Hs578T lineage. Based on these results, CD74 was
overexpressed in the Hs578T lineage. Functional characterization assays showed that
CD14 overexpression reduced the migratory and invasive capacity of cells, an effect
that was hypothetically related to increased E-cadherin expression. However,
increased in the tumorigenic potential was observed, leading us to suggest its
involvement in a possible mechanism used by cells to compensate for the significant
reduction in the migratory and invasive potential. The results obtained indicate that
CD14 expression basal level observed in the Hs578T lineage may be important to
contribute to the primary development of tumor, thus acting as an oncogene.

In the second part of this work, the expression of 10 long non-coding RNAs
(IncRNAs) was analyzed against the same lineage panel described above. Among
these, the LINC01133 IncRNA exhibited low expression levels in the non-tumorigenic
MCF10A and MCF12A lineages and high levels in the triple negative Hs578T lineage,

being, then, chosen as a target for this study. Based on these results, we decided to



inducibly overexpress LINC01133 in the MCF10A lineage and knockout this gene, via
the CRISPR/Cas9 system, in the Hs578T lineage. Functional characterization assays
showed that overexpression of LINC01133 in the MCF10A lineage reduced cell
proliferation and inhibited anchorage-dependent colony growth, but, on the other hand,
increased anchorage-independent colony growth and the migratory and invasive
capacity of these cells. However, we suggest that this is not sufficient to render these
cells tumorigenic and metastatic. On the other hand, the knockout of LINC01133 in the
triple negative Hs578T lineage considerably increased all the analyzed malignancy
parameters. Based on the results obtained, we suggest that the high expression level
of LINC01133 in the Hs578T lineage is important for down-regulation of processes
related to tumor progression, acting as a tumor suppressor. The data obtained in our
study contribute to the enrichment of information related to TNBC Biology, thus
assisting in the development of potential clinical and therapeutic protocols using these

biomarkers.

Keywords: Triple-negative breast cancer (TNBC), biomarkers, CD74, IncRNAs,
LINCO1133.
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1. Cancer

As células animais sao formadas basicamente por trés componentes
importantes: a membrana celular, a qual funciona como uma barreira seletiva para a
passagem de diversas moléculas e norteia os limites celulares, o citoplasma, regiao
onde se encontra todas as organelas citoplasmaticas e onde ocorrem diversos
processos celulares, e o nucleo, regido responsavel pelo armazenamento das
informagdes genéticas, na forma de cromossomos. Os cromossomos abrigam os
genes responsaveis por originar todas as moléculas funcionais presentes na célula,
sejam elas proteinas ou RNAs. Estes genes podem sofrer mutagdes, que caso nao
sejam reparadas, podem interferir na fungdo ou na estrutura do seu produto final e,
consequentemente, interferir no funcionamento normal da célula. Algumas destas
mutagcdes podem ocorrer em genes especificos conhecidos como proto-oncogenes,
culminando em sua ativagdo. Quando ativados, esses genes se transformam em
oncogenes, responsaveis por dar origem ao cancer [Adamson, 1987; Weinstein & Joe,
2006].

Cancer é um termo utilizado para definir um vasto grupo de doengas que podem
afetar qualquer regido do corpo, tendo como caracteristicas principais: sinalizagéo
proliferativa autossustentavel, evasao de sinais de parada do crescimento celular,
resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, atividade angiogénica,
instabilidade gendmica, potencial celular invasivo e metastatico, entre outras
[Hanahan et al., 2011]. Os diferentes tipos de cancer sao classificados de acordo com
sua localizagdo e os tecidos de origem. Se o cancer tiver origem em tecidos epiteliais,
como pele ou mucosa, € denominado de carcinoma. Caso sua origem seja em tecidos

conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem, é denominado de sarcoma. Por fim,
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se o inicio for a partir do tecido glandular, € denominado de adenocarcinoma. Outras
caracteristicas que diferenciam os diferentes tipos de cancer entre si sao a velocidade
de multiplicagdo celular e a capacidade de invadir tecidos e érgaos vizinhos ou
distantes (metastases) [Nall, 2015].

De acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (WHO — World
Health Organization) em 2019, o cancer foi a primeira ou segunda principal causa de
mortes antes dos 70 anos em 112 de 183 paises, e ocupa a terceira e quarta posigoes
em outros 23 paises, tornando-o um dos principais problemas de Saude Publica
Mundial [Bray et al., 2021]. O envelhecimento e o crescimento populacional, além da
mudanca na distribuicdo e na prevaléncia dos fatores de risco, especialmente aqueles
associados ao desenvolvimento socioecondmico, sdo fatores que podem ser citados
como sendo responsaveis pelo aumento dos numeros de incidéncia e mortalidade
ocasionados pela doenca. E observada uma importante transicdo dos principais tipos
de cancer detectados em paises em desenvolvimento, com uma expressiva
diminuicdo dos tipos de céancer associados a infec¢bes e um aumento dos tipos
relacionados a melhoria das condi¢gbes socioecondmicas, como a incorporagado de
habitos e atitudes associados a urbanizagao (alimentagao inadequada, sedentarismo,
entre outros) [Omran, 1971; Bray et al., 2018].

Segundo dados da mais recente estimativa mundial, realizada no ano de 2020
pelo projeto GLOBOCAN da Agéncia Internacional de Pesquisa Sobre o Cancer (IARC
- International Agency for Research on Cancer), foram registrados 19,3 milhdes de
novos casos de cancer (18,1 milhdes excluindo os casos de cancer de pele ndo
melanoma) e 10 milhdes de dbitos (9,9 milhdes excluindo os casos de cancer de pele
ndo melanoma). Levando em consideragdo ambos os sexos, o cancer de mama € o

de maior incidéncia no Mundo (11,7% do total de casos), seguido pelo cancer de
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pulmao (11,4%), colorretal (10%), prostata (7,3%) e estdmago (5,6%). Por outro lado,
o cancer de pulmao é a principal causa de 6bitos (18% do total de ébitos), seguido
pelo colorretal (9,4%), figado (8,3%), estdmago (7,7%) e mama feminino (6,9%). Em
homens, o cancer de maior incidéncia e com maior numero de 6bitos € o de pulmao
(14,3% e 21,5%, respectivamente), seguido por préstata (14,1%) e colorretal (10,6%)
para incidéncia, e figado (10,5%) e colorretal (9,3%) para mortalidade. Em mulheres,
o cancer de maior incidéncia e com maior numero de 6bitos é o cancer de mama
(24,5% e 15,5%, respectivamente), seguido pelo colorretal (9,4%) e pulméo (8,4%)
para incidéncia, e pulmao (13,7%) e colorretal (9,5%) para mortalidade [Sung et al.,
2021].

No Brasil, segundo estimativas para cada ano do triénio 2020-2022, realizada
pelo Ministério da Saude (MS) e pelo Instituto Nacional do Céancer José Alencar
Gomes da Silva (INCA), ocorrerao 625 mil novos casos de cancer (450 mil excluindo
os casos de cancer de pele ndo melanoma). Levando em consideragcdo ambos os
sexos, os canceres de mama e de prostata serdo os mais incidentes (66 mil novos
casos), seguido por colorretal (41 mil), pulm&o (30 mil) e estdmago (21mil), excluindo
os casos de cancer de pele ndo melanoma (177 mil) [INCA, 2019]. Em relacdo ao
numero de oObitos, segundo estimativas do ano de 2019, o cancer de pulméo ocupa a
primeira colocagao (12,6%), seguido por colorretal (8,8%), mama feminino (7,7%),
prostata (6,8%) e estbmago (6,5%). Em homens, o cancer mais incidente é o de
prostata (29,2%), seguido pelo colorretal (9,1%) e pulméao (7,9%). Para mortalidade,
o cancer de pulméo ocupa a primeira colocagao (13,8%), seguido pelo de prostata
(13,1%) e colorretal (8,4%). Em mulheres, o cancer mais incidente e com maior
numero de Obitos € o cancer de mama (29,7% e 16,4%, respectivamente), seguido

pelo colorretal (9,2%) e colo do utero (7,5%) para incidéncia, e pulmao (11,4%) e



23
colorretal (9,4%) para mortalidade [MS — Sistema de Informacao sobre Mortalidade,
2021].

Os numeros descritos anteriormente revelam uma informagao importante: o
cancer de mama ultrapassou o cancer de pulm&o como o de maior incidéncia no
Mundo, quando comparamos a estimativa realizada no ano de 2020 com a estimativa
realizada no ano de 2018 pelo projeto GLOBOCAN da IARC [Bray et al., 2018; Sung
et al., 2021]. Além disto, o cancer de mama feminino ocupa posi¢cao de destaque em
relacdo ao numero de Obitos, seja no Mundo (5° colocagdo) ou no Brasil (3°
colocacéo). Quando se leva em consideracéo apenas as mulheres, esses numeros se
tornam ainda mais evidentes, com o cancer de mama ocupando as primeiras
colocagbes, tanto para incidéncia quanto para mortalidade, seja no Mundo ou no
Brasil. Esses dados indicam a necessidade de desenvolvimento de mais estudos
relacionados a este tipo de cancer, visando compreender as bases moleculares da
doenca, contribuindo, desta forma, para a diminui¢gao de suas altas taxas de incidéncia

e mortalidade.

1.2. Cancer de mama

O cancer de mama é uma doenca heterogénea caracterizada pela multiplicagao
desordenada das células mamarias que adquiriram caracteristicas anormais
causadas por mutacdes no material genético da célula. Esta doenca pode ter
caracteristicas patoldgicas variaveis, diferentes respostas a terapias e diferengas
substanciais na sobrevida do paciente a longo prazo. A heterogeneidade observada
entre os canceres de mama reflete a ideia de que nédo é apenas uma doenga com
alguns subtipos variantes, mas que o cancer de mama representa um conjunto de

doencas neoplasicas distintas da mama e de suas células constituintes. Clinicamente,
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o cancer se desenvolve por um longo periodo de tempo, requer diversas mudangas
moleculares e envolve a evolugdo de populagbes de células com caracteristicas
fenotipicas cada vez mais agressivas. Embora o tempo necessario para o processo
de carcinogénese nao esteja bem estabelecido, as estimativas sugerem que esse
processo leva muitos anos e possivelmente varias décadas [Riverbank et al.,2013].
Pesquisas indicam que as células do cancer de mama sobrevivem na forma latente
por um longo tempo, no qual param de se dividir, mas sobrevivem em um estado
quiescente enquanto esperam por condigdes adequadas para iniciar a proliferagéo
[Ono et al., 2014].
Em 2020, 2,3 milhdes de mulheres foram diagnosticadas com cancer de
mama, ocorrendo em torno de 685.000 mortes em todo o Mundo. No final de 2020,
tornou-se o cancer mais prevalente do Mundo, visto que 7,8 milhdes de mulheres vivas
foram diagnosticadas nos ultimos cinco anos. E uma doencga presente em todos os
paises do mundo, ocorrendo em mulheres de qualquer idade apds a puberdade, mas
com taxas mais elevadas em mulheres adultas [WHO, 2021]. Raramente, o cancer de
mama atinge homens, representando apenas 1% de todos os casos da doenga [Korde
et al.,2010]. O sintoma mais comum do cancer de mama é o aparecimento de nédulos,
geralmente indolores, duros e irregulares, embora existam tumores moles, globulares
e bem definidos. Outros sintomas incluem dor, hiperemia, inversdo mamilar,
alteracdes da pele da mama (abaulamento ou retragdo dando a pele o aspecto de
casca de laranja), descamacéo ou ulceragdo mamilar, secrecéo papilar (podendo ser
rosa ou vermelha devido a presenca de globulos vermelhos) e presenca de linfonodos
palpaveis na axila [Adami et al., 2008].
A doencga ndo apresenta uma causa unica e diversos fatores de risco podem

contribuir para seu desenvolvimento, sendo eles: a) Idade: mulheres mais velhas, a
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partir dos 50 anos de idade, exibem maior risco devido ao envelhecimento e ao
acumulo de mutagbes ao longo da vida [Silva & Silva, 2005]; b) Fatores
genéticos/hereditarios: relacionados a mulheres com mutagbes nos genes BRCAs
(BRCA1e BRCAZ - mais frequente), CHEK2, ATM, RAD51, TP53, entre outros [Breast
Cancer Association Consortium et al., 2021] e a mulheres com casos de cancer de
mama e/ou cancer de ovario detectados em parentes co-sanguineos [Adami et al.,
2008]; c) Fatores enddcrinos/vida reprodutiva: relacionados a mulheres com histérico
de menarca precoce (menstruagao antes dos 12 anos), menopausa tardia (apdés os
55 anos), nuliparidade, primeira gravidez apds os 30 anos, uso de contracpetivos orais
e terapia de reposicao hormonal pés-menopausa [Silva & Silva, 2005]; d) Fatores
comportamentais/ambientais: relacionados a ingestdo de bebidas alcodlicas, ao
tabagismo, a obsesidade e a exposigao a radiagdo ionizante [Inumaru et al., 2011;
Nothaisintawee et al., 2013]; e e) Densidade do tecido mamario: relacionado a maior
proporgao de tecido fibroglandular na mama quando comparado com o tecido adiposo
[Boyd et al., 1998].

Aumentos na incidéncia, sobrevida e mortalidade sdo observadas em todo o
Mundo, variando consideravelmente entre grupos raciais e étnicos, assim como,
também, entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Alguns fatores que
contribuem para essa variagao s&o: a) o sitio de origem do cancer; b) a prevaléncia
dos fatores de risco; c) o acesso a cuidados de saude de alta qualidade, incluindo a
prevencgao, o diagndstico precoce e a escolha do tratamento ideal, sendo a principal
fonte dessa desigualdade o alto indice de pobreza observado na comunidade negra.
Mulheres negras apresentam maior risco de morte por cancer de mama devido a maior
prevaléncia de comorbidades, ao maior indice de massa corporal, a maior prevaléncia

de caracteristicas tumorais mais agressivas, e por fim, a opgdes de tratamento de
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baixa qualidade [Siegel et al., 2016]. Em relacdo a mortalidade, um outro fator que
pode contribuir para seu aumento € o atraso no diagndstico devido as limitagdes da
mamografia, recomendada para mulheres com mais de 50 anos, mas que em paises
em desenvolvimento ou em areas rurais, 0 acesso a clinicas é dificil, além do fato de
mulheres mais jovens nao terem o habito de realizar auto-exame [Dundar et al., 2006].
Nos ultimos 40 anos, estratégias de diagndstico precoce tem elevado a sobrevida, em
paises desenvolvidos, exibindo taxas de 85% em cinco anos. Nos paises em
desenvolvimento, estas taxas permanecem na faixa de 50 a 60%, possivelmente
devido ao diagndstico da doenga ser feito em estagios mais avangados [Da Costa
Vieira et al., 2017].

O principal fator que contribui para a mortalidade por cancer de mama é a
presenca de metastases, responsaveis por cerca 400.000 mortes anualmente em todo
o Mundo [Kamangar et al., 2006]. Cerca de 30% dos casos de cancer de mama
evoluem para metastases, com 90% delas resultando em morte. Os principais sitios
de metastase sdo os 0sso0s, 0s pulmdes, o cérebro e o figado, mas o cancer de mama
também é capaz de se metastizar para diversos outros sitios. A possibilidade de
ocorrer metastase depende fundamentalmente de dois fatores: a extensao/volume da
doenga no diagnostico (tamanho do tumor e grau de envolvimento linfonodal) e
também do subtipo tumoral, visto que existem tumores mais agressivos do que outros
[Weigelt et al., 2005; Foulkes et al., 2010].

Estudos mostram que a detecg¢ao precoce e a escolha das melhores opg¢des de
tratamento pode elevar a probabilidade de sobrevida em até 90% e reduzir a
mortalidade por cancer de mama em até 30% [Kamangar et al., 2006]. As opg¢des de
tratamento geralmente s&o a cirurgia, a radioterapia, o transplante de medula 6ssea e

a terapia sistémica (medicamentos anticancer administrados por via oral ou
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intravenosa no intuito de tratar e/ou reduzir o risco de metastases). Estes
medicamentos incluem a terapia enddcrina (hormonal), a quimioterapia e, em alguns
casos, terapia direcionadas (por exemplo, terapia com anticorpos monoclonais). Em
muitos casos, é necessario a combinagdo de mais de uma modalidade [Velazquez et
al;.2018; Caparica et al.,2019; Mutebi et al., 2020].

No entanto, é extremamente dificil diferenciar morfologicamente os diferentes
tipos de tumores mamarios e diagnostica-los corretamente é de extrema importancia.
Inicialmente, o diagndstico era baseado apenas em informagdes clinicas. Atualmente,
o diagndstico é realizado através de abordagens multidisciplinares, envolvendo, além
das informacgdes clinicas, classificagdes histopatoldgicas e moleculares dos tumores
(Figura 1). Estas classificagbes sao importantes por diversas razdes: a) na gestao
clinica sédo utilizadas para decidir ou padronizar o atendimento e o tratamento do
paciente, contribuindo, desta forma, na tomada de deciséo correta pelo clinico; b) em
ensaios clinicos s&o utilizadas para avaliar a resposta a terapia; e ¢) em ensaios
epidemioldgicos e funcionais s&o importantes por fornecer mais informagdes sobre os
mecanismos de desenvolvimento e evolugao tumoral durante o tratamento. Diversos
fatores sédo avaliados para se ter uma classificacdo precisa do cancer de mama, tais
como a origem, o tamanho, o potencial de avango, a expressao de receptores
hormonais (estrogénio e progesterona) e do receptor do fator de crescimento
epidermal humano tipo 2 (HERZ2), a analise de mutagdes tumorais, a analise de genes
de susceptibilidade ao cancer, entre outros. Baseado nessas caracteristicas, o cancer
de mama pode ser classificado em tipo ou grau histolégico, por estadiamento e,

também, molecularmente [Sorlie et al., 2001; Rusness et al., 2017].
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Figura 1: Diagnéstico Multidisciplinar. O diagnéstico de cancer de mama é composto por varios
componentes (informacdes clinicas, analises histopatolégicas e analises moleculares), importantes por
fornecer a base para a decisdo do tratamento padrdo, planejar o acompanhamento e fortalecer
pesquisas translacionais [adaptado de Szymiczek et al., 2021]. ER: receptor de estrogénio; PR: receptor
de progesterona; HER2: receptor do fator de crescimento epidermal humano tipo 2.
1.2.1. Classificagao em Tipos Histologicos

As glandulas mamarias s&o glandulas sudoriparas apécrinas modificadas. Elas
estdo situadas na parede toracica anterior e sdo compostas por tecido epitelial
glandular, tecido conjuntivo fibroso e tecido adiposo. O tecido glandular é constituido
por 8-15 lobos secretores, os quais sdo formados por numerosos Iébulos e estes por
acinos. Diversos ductos principais e secundarios conectam as unidades lobulares
secretoras de leite aos mamilos. Pequenos ductos percorrem toda a mama,
convergindo em ductos coletores largos (ductos lactiferos) que se abrem nos seios
lactiferos localizados na base do mamilo, o qual é responsavel por auxiliar na funcao
da mama. Os mamilos sdo cercados por uma regido circular de pele pigmentada,
chamada de aréola, que contem pequenas elevacdes pontuais em sua superficie, as

quais sdo produzidas pelas diversas gléandulas areolares [Pandya & Moore, 2011;

Hassiotou & Geddes, 2013].
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Na regido posterior das aréolas encontra-se o plexo linfatico sub-areolar,
responsavel por drenar a linfa proveniente dos lobos, dos mamilos e das auréolas.
Partindo deste plexo, a drenagem linfatica da mama pode seguir trés diferentes
caminhos: cerca de 75% da linfa é drenada para os linfonodos axilares, enquanto o
restante drena ou para os linfonodos paraesternais ou para os linfonodos intercostais
[Edition et al., 2017]. A maior parte dos canceres originam-se inicialmente nas
unidades lobulares ductais terminais da mama, mas podem se disseminar para
qualquer tecido ou 6rgéo do corpo através do sistema vascular sanguineo ou linfatico,
ocasionando as metastases. Baseado nisto, o cancer de mama pode se apresentar
de trés formas distintas: carcinoma nao-invasivo ou in situ, no qual as células tumorais
estdo limitadas aos componentes epiteliais da mama (ductos ou I6bulos mamarios);
carcinoma invasivo, no qual as células tumorais migram dos ductos ou Iébulos para o
tecido mamario circundante; e carcinoma metastatico, no qual as células tumorais
migram para os linfonodos préximos (metastases regionais) ou para a corrente
sanguinea e atingem outros 6rgéaos do corpo (metastases distantes) (Figura 2) [Allred
et al., 2001].

Os carcinomas invasivos sdo subdivididos morfologicamente de acordo com
seus padrboes de crescimento, tipo de célula tumoral, secregao extracelular,
caracteristicas arquiteténicas e perfil imunohistoquimico. Essas caracteristicas irao
definir se o tumor é ductal ou lobular, além de definir também suas subclassificacbes
[Lakhani et al., 2012; Makki, 2015]. Cerca de 50 a 80% dos tumores de mama sao
classificados como carcinoma ductal invasivo “sem tipo especifico” (IDC-NST -
invasive ductal carcinoma no specific type), visto que ndo possuem caracteristicas
morfologicas suficientes para serem classificados como um tipo histolégico

caracteristico. Por outro lado, 25% dos carcinomas invasivos sao classificados como
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de “tipo especifico”, ou seja, possuem caracteristicas morfolégicas e comportamentos
celulares/moleculares especificos [Henry & Cannon-Allbright, 2019]. Séo
relativamente incomuns, estando inclusos nesse grupo o carcinoma lobular invasivo,
carcinoma medular, carcinoma metaplasico, carcinoma apdcrino, carcinoma
cribriforme, carcinoma mucinoso, carcinoma micropapilar, carcinoma tubular,
carcinoma adenodide cistico, carcinoma secretor, carcinoma neuroendocrino, entre
outros [Masood, 2016]. Como consequéncia, a fungdo da tipagem histolégica na
tomada de decisdo de manejo clinico é atualmente limitada, sendo necessario avaliar

parametros adicionais [Pereira et al., 1995].
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Figura 2: A mama: estrutura e estagios do desenvolvimento tumoral. (A) Esquema da mama,
destacando as unidades lobulares ductais terminais. (B) Esquema de um corte transversal ductal
representando a progressdo do cancer de mama, referente a classificagdo em tipos histologicos
[adaptado de Tharmapalan et al., 2019].
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1.2.2. Classificagao em Grau Histoldgico
O grau histolégico € um dos fatores progndsticos mais bem estabelecidos no
cancer de mama. Ele representa o grau de diferenciagao do tecido tumoral, medido
através da avaliagao de caracteristicas morfologicas, e tem se mostrado capaz de
gerar informagdes importantes relacionadas ao comportamento clinico dos canceres
de mama [Rakha et al., 2010]. Diferentes sistemas de pontuacao estao disponiveis
para avaliagao do grau histoldgico, sendo o Sistema de Graduagao de Nottingham o
mais amplamente utilizado. Este sistema é baseado na avaliagdo de trés
caracteristicas morfoldgicas: a) grau de formagdo de tubulos ou glandulas; b)
pleomorfismo nuclear; e c) contagem mitética [Elston & Ellis, 1991; Elston & Ellis,
1993]. Cada caracteristica € avaliada e recebe uma pontuacgao, as quais sao somadas
para se obter um numero entre 3 e 9. Este numero € utilizado para classificar os
tumores em trés diferentes graus histologicos: a) Grau | ou bem diferenciado
(pontuacédo de 3, 4 ou 5), no qual as células cancerosas tem crescimento mais lento
e sao semelhantes ao tecido mamario normal; b) Grau |l ou moderadamente
diferenciado (pontuagé&o de 6 ou 7), no qual as células cancerosas crescem numa
velocidade intermediaria e sdo em parte semelhantes ao tecido mamario normal e na
outra parte semelhante as células cancerosas; e c) Grau Ill ou pouco diferenciado
(pontuacédo de 8 ou 9), no qual as células cancerosas sao bastante diferentes do tecido
mamario normal e, provavelmente, crescem e se espalham rapidamente [Edition et

al., 2017].

1.2.3. Classificagao por Estadiamento
O estadiamento é uma forma de descrever a extensdo do cancer de mama,

sendo utilizado para determinar o prognéstico. A ferramenta mais aceita
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internacionalmente para descrever o estadiamento € o sistema TNM, desenvolvido
pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC). Este sistema, proposto
inicialmente no ano de 1959, tem como objetivo uniformizar a descrigao do cancer de
mama, contribuindo para que os resultados do tratamento de todos os pacientes
possam ser comparados e compreendidos. No passado, trés caracteristicas clinicas
e patoldgicas foram utilizadas para descrever o estagio do cancer de mama: a) o
tamanho do tumor (T); b) a disseminagao para ganglios linfaticos préximos (N); e ¢) a
disseminagao para 6rgaos distantes — metastase (M) [Edition et al., 2017].

Ao longo das décadas o sistema foi aperfeicoado, devido ao avango nas
ciéncias laboratoriais e nas pesquisas translacionais, tornando a determinagéo do
estadiamento mais complexa, porém mais precisa. Na ultima atualizagcédo, no ano de
2018, novas caracteristicas foram incorporadas para descrever o estagio do cancer
de mama: o grau histologico e a classificagdo molecular, a qual baseia-se no status
dos receptores hormonais de estrogénio (ER) e progesterona (PR) e do receptor do
fator de crescimento epidermal humano tipo 2 (HERZ2). A combinagao de todos estes
fatores estratifica a doenga em 5 estagios (0, I, Il, lll e IV), sendo o estagio 0 referente
aos carcinomas in situ e os estagios |, Il, lll e IV referentes aos carcinomas invasivos.

Quanto maior o estagio, mais avangada se encontra a doenga [Weiss et al.,2018].

1.2.4. Classificacdo Molecular

Na era das tecnologias de alto rendimento, as classificacbes descritas
anteriormente, baseadas em parametros morfoldgicos e patoldgicos clinicos,
tornaram-se insuficientes para prever o real comportamento da fisiopatologia dos
tumores mamarios, visto que muitos deles apresentam caracteristicas morfolégicas

semelhantes, mas com diferentes prognosticos e respostas a terapias [Van't Veer et
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al., 2002; Sorlie et al., 2003; Masood, 2016; Fragomeni et al., 2018]. Buscando
contornar este problema e com o objetivo de agrupar esses tumores em
classes/grupos especificos, auxiliando, desta forma, no manejo clinico e na
elaboracado de estudos funcionais/epidemioldgicos, diversos estudos baseados na
analise de padrdes moleculares no cancer de mama foram propostos [Perou et al.,
2000; Prat & Perou, 2011; Sorlie et al., 2001; Holliday & Speirs, 2011; Lehmann et al.,
2011; Burstein et al., 2015].

Baseado na similaridade do perfil de expressao génica, utilizando a técnica de
cDNA microarray, Perou e colaboradores foram os pioneiros, publicando um estudo
classificando os tumores de mama em cinco subtipos intrinsecos: Luminal-A, Luminal-
B, HER2-positivo, Basal-like (Triplo Negativo) e Normal Breast-like. A classificagao
nestes subtipos foi baseada, inicialmente, na expressao de trés tipos de receptores:
os receptores hormonais de estrogénio (ER) e de progesterona (PR) e o receptor do
fator de crescimento epidermal humano tipo 2 (HER2) [Perou et al., 2000]. Estes
diferentes subtipos mostraram diferengas na incidéncia, nas caracteristicas clinicas e
patolégicas, e em grande parte, se sobrepdem com as classificagdes clinicas e
histopatoldgicas ja estabelecidas [Tsang & Tse, 2020]. No entanto, a diferenciagao
dos subtipos Luminal A do Luminal B resultou em importantes implicacbes
terapéuticas e, no ano de 2013, buscando contornar este problema, as diretrizes da
conferéncia de Saint Gallen recomendaram a avaliagao adicional do indice de
proliferagdo celular através da analise do marcador Ki-67 [Coates et al., 2015]. Além
disto, no ano de 2008, Peppecorn e colaboradores classificaram o subtipo normal
breast-like, caracterizado pela expressao de genes semelhantes ao epitélio mamario
normal, como controverso e ele passou a ser considerado um artefato, levando a sua

exclusao de parte das classificagdes atuais [Peppecorn et al., 2008].
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A busca pelo entendimento preciso da biologia do tumor, além da crescente
necessidade de aperfeicoamento da estratificacéo de risco e da determinagao precisa
do progndstico, levou ao desenvolvimento de diversos painéis multigénicos, tais como
0 Mammaprint®, o Oncotype Dx® e o PAMS0 (ProSigma®). Estes painéis baseiam-
se na assinatura de diversos genes e estao sendo utilizados, por exemplo, para avaliar
o risco de recorréncia da doenga e a eficacia da terapia adjuvante [Van De Vijver et
al., 2002; Paik et al., 2004; Vieira & Schmitt, 2018].

Embora a analise dos perfis de expressao génica tenha se tornado uma técnica
de laboratério corriqueira, os custos e a complexidade da técnica limitam sua
aplicacdo na pratica clinica diaria. Visando solucionar este problema, uma
classificagdo molecular baseada em imunohistoquimica (IHC) vem sendo proposta e
utilizada. Ela baseia-se em um painel com os quatro biomarcadores descritos
anteriormente (ER, PR, HER2 e Ki-67) e foi considerada eficiente e significativa na
identificacdo de diferentes subtipos moleculares [Goldhirsch et al., 2013; Vuong et al.,
2014; Tsang & Tse, 2020]. Ambas as classificagdes moleculares, seja a baseada no
perfil de expresséo génica ou aquela baseada em IHC, dividem atualmente os tumores
de mama em quatros subtipos intrinsecos: Luminal A, Luminal B, HER2+, e Basal-
Like (Triplo Negativo) (Tabela 1). Estas classificacoes, seja a baseada no perfil de
expressdo génica ou a baseada em imunohistoquimica, apresentam elevada
sobreposi¢cdo, mas algumas discrepéncias sdo observadas e serdo descritas
posteriormente (relacionadas ao subtipo HER2+ e ao Basal-Like) [Prat et al., 2014].

O subtipo Luminal A € o mais comum e representa cerca de 40% a 50% dos
casos de cancer de mama invasivo [Voduc et al., 2010]. Sdo considerados de grau
histologico | ou Il (bem ou moderadamente diferenciado), possuindo caracteristicas

de células epiteliais luminais da mama, tais como a alta expressao das citoqueratinas
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7, 8, 18 e 19 [Gao & Swain, 2018]. Apresentam como perfil imunohistoquimico:
ER+(21%), alta expressdo de PR+(=20%), HER2-(<10%) e baixa expresséo do Ki-
67(<14%) [Goldhirsch et al., 2013]. Além disto, possuem o melhor progndstico entre
todos os subtipos, e, por apresentarem status positivo para os receptores hormonais,
os pacientes podem ser tratados com terapias enddcrinas, tais como o tamoxifeno,
considerado um modulador do receptor de estrogénio, ou com o anastrozol, um
inibidor de aromatase que bloqueia a produgao do estrogénio [Rocca et al., 2015].

O subtipo Luminal B é responsavel por cerca de 20% a 30% dos casos de
cancer de mama invasivo. Sao considerados de grau histologico Il (moderadamente
diferenciado) e posssuem baixa expressao das citoqueratinas 7, 8, 18 e 19 [Feng et
al., 2018]. Podem ser categorizados em dois tipos de perfil imunohistoquimico:
Luminal B (HER-), o qual apresenta ER+(21%), PR-(<20%), HER2-(<10%) e alta
expressdo do Ki-67(<14%); ou Luminal B (HER2+), o qual apresenta ER+(21%),
HER2+(>10%) e niveis de expressao variaveis para PR e Ki-67 [Goldhirsch et al.,
2013; Cheang et al., 2009]. Sdo a forma mais agressiva dos casos de cancer de mama
dependente de hormdnios e demonstram ter um pior progndéstico quando comparados
com o subtipo Luminal A. Os pacientes deste subtipo requerem tratamentos adicionais
em relagao a terapia enddcrina, tais como a quimioterapia (para HER2+/HER2-) ou
terapia alvo (para HER2+) [Fragomeni et al., 2018].

O subtipo HER2+ representa cerca de 15% dos casos de cancer de mama
invasivo [Perou et al., 2000; Cho, 2016]. Sdo considerados de grau histolégico Il
(pouco diferenciado) e apresentam como perfil imunhistoquimico: alta expressao de
HER2 (quase sempre atribuida a amplificacdo do gene HER2) (>10%) , auséncia da
expressao do ER-(<1%) e do PR-(<20%) e alta expressao do Ki-67(>20%) [Goldhirsch

et al., 2013; Cho, 2016]. Uma discrepancia observada é que apenas 65% dos tumores



36
HER2+ pertencem a este subtipo [Prat et al., 2014]. As caracteristicas listadas acima
tornam este tumores propensos a mestatases, levando a uma sobrevida livre da
doenca curta e ao segundo pior prognéstico entre os quatro subtipos. Apesar disto,
apresentam resposta terapéuticas positivas a medicamentos que bloqueiam a
atividade do HER2, como inibidores de receptores moleculares de tirosina quinase
(Lapatinib) e anticorpos monoclonais humanizados (Trastuzumab). A combinagao
destas drogas com a quimioterapia citotoxica tem melhorado drasticamente os
resultados a longo prazo para os pacientes deste subtipo de cancer de mama [Mukai,
2010; Llombart-Cussac et al., 2017; Tsang & Tse, 2020].

O subtipo Basal-Like (BLBC - Basal-like Breast Cancer) representa
aproximadamente cerca de 15% dos casos de cancer de mama invasivo [Eliyatkin et
al., 2015]. Apresentam grau histologico Ill (pouco diferenciado) e elevada expresséo
de genes caracteristicos das células basais/mioepiteliais da mama, incluindo
citoqueratinas de alto peso molecular (CK 5/6, 14 e 17), ciclina E, P-caderina, receptor
do fator de crescimento epidermal (EGFR) e receptor de tirosina quinase (c-Kit)
[Provenzano et al., 2018; Tsang & Tse, 2020]. Altas taxas proliferativas sao
observadas neste subtipo devido a elevada expresséo do Ki-67(>30%). Sao também
denominados de Triplo Negativos (TNBC — Triple-negative Breast Cancer) devido a
auséncia da expressédo dos receptores de estrogénio (ER<1%), de progesterona
(PR<20%) e do HER2 (=10%) [Badve et al., 2011]. A elevada heterogeneidade, seja
ela morfoloégica, molecular ou clinica, aliada a auséncia da expressao dos receptores
citados anteriormente, tornam este subtipo um desafio para o manejo clinico,
principalmente no que diz respeito as opg¢des de tratamento, as quais séo limitadas, e

a auséncia de estratégicas terapéuticas direcionadas. Devido a isto, apresentam o
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pior prognéstico entre todos os subtipos, refletido na elevada taxa de mortalidade

observada nos pacientes [Rusness et al., 2017].

Tabela 1: Visao geral dos diferentes subtipos moleculares do cancer de mama.

SUBTIPOS LUMINAL B BLBC
LUMINAL A HER2+
MOLECULARES (HER2-) | (HER2+) (TNBC)
40 a 50% 20 a 30% 15 a20% 15%
ER+ ER+ ER+ ER- ER-
PR+ PR- PR+/- PR- PR-
HER2- HER2- HER2+ HER2+ HER2-
Ki-67- Ki-67+ Ki-67+/- Ki-67+ Ki-67+
Grauloull Grau ll Grau lll Grau lll
CT CMic CMet
CLic CLIp D ((::-I;llgTa CMed
IDC-NSTb IDC-NST IDC-NSTa
Bom Intermediario Ruim Ruim
MCF7 ZR-75-1 SK-BR-3 Hs578T
SUM185 BT474 MDA-MB-453 | MDA-MB-231

BLBC: basal-like breast cancer; TN: triple-negative breast cancer; ER: receptor de estrogénio; PR:
receptor de progesterona; HER2: receptor do fator de crescimento epidermal humano tipo 2; CT:
carcinoma tubular; CLlc: carcinoma lobular invasivo classico; CLlp: carcinoma lobular invasivo
pleomorfico; CMic: carcinoma micropapilar; CMet: carcinoma metaplastico; CMed: carcinoma medular:
IDC-NSTa: carcinoma ductal infiltrante sem tipo especifico de alto grau; IDC-NSTb: carcinoma ductal
infiltrante sem tipo especifico de baixo grau [adaptado de Holliday & Speirs, 2011; Tsang & Tse, 2020].

1.3. Cancer de mama triplo negativo (TNBC)

Os céanceres de mama triplo negativos (TNBCs) sédo definidos como tumores
gue nao apresentam expressao significativa dos receptores hormonais de estrogénio
(ER) e progesterona (PR) e do receptor do fator de crescimento epidermal humano
tipo 2 (HER2). Esses tumores sao caracterizados por apresentar um consideravel
aumento da expressao de citoqueratinas de alto peso molecular e desregulagdo em
genes supressores tumorais importantes, tais como p53, pRb, p16 e BRCA1
(Bianchini et al., 2016). Além disto, sdo enriquecidos para marcadores de transigéo
epitélio-mesenquimal e de células-tronco tumorais, exibindo ainda altos indices

mitoticos [Cheung et al., 2015]. Os termos BLBC e TNBC tem sido usados como
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sinbnimos devido a semelhanga de seus fendtipos, entretanto, nem todos os TNBC
sdo BLBC. Analises recentes frequentemente classificam o TNBC como um subtipo
do BLBC, devido a taxa de sobreposi¢cao de seus perfis de expressao génica que é
de aproximadamente 56%, podendo chegar até 90%, em relacdo a apenas 11,5%
quando comparamos tumores nao-TNBC e BLBC. Bertucci e colaboradores
mostraram que cerca de 71% dos TNBC eram BLBC, enquanto que 77% dos BLBC
eram TNBC [Bertucci et al., 2008; Foulkes et al., 2010; Prat et al., 2015].
Histologicamente, cerca de 95% dos casos de TNBC sao classificados como
carcinoma ductal invasivo “sem tipo especifico” (IDC-NST). Os outros 5% dos casos
séo referentes ao carcinoma lobular invasivo (1-2% dos casos) e aos outros
carcinomas de “tipo especifico” (1% ou menos dos casos) [Weigelt & Reis-Filho, 2009].

Dados epidemiolégicos mostram que estes tumores ocorrem com maior
frequéncia em mulheres mais jovens (<50 anos de idade) e descendentes de afro-
americanos ou hispanicos do que de outros grupos raciais ou étnicos, em mulheres
multiparas e em mulheres que apresentam mutagdes no gene BRCA1 [Foulkes et al.,
2010; Badve et al., 2011]. Os genes supressores tumorais BRCA1 e BRCAZ2 séao
considerados de extrema importancia para a integridade do genoma, desempenhando
um papel importante no reparo por recombinagdo homodloga. O gene BRCAT1
apresenta um papel mais amplo e controla diversos processos celulares em resposta
ao dano no DNA, tais como o reconhecimento do dano, as vias de transdugao de
sinais envolvidas no reparo, o recrutamento de proteinas de reparo, entre outros.
Enquanto isto, o gene BRCA2 tem como papel principal recrutar a DNA recombinase
RADS51 e direciona-la para a regido danificada do DNA [Filipponi & Bulavin, 2013;
Savage & Harkin, 2015; D’Alessandro et al., 2018]. Mutagdes que ocasionam a perda

de funcdo dos genes BRCA levam a sua inativagao, ocasionando instabilidade
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genbmica, devido a parada do ciclo celular e perda do reparo das quebras da dupla
fita do DNA levando, assim, a predisposi¢cédo a diversos tipo de cancer, como os de
ovario, prostata e mama [Foulkes et al., 2003]. Estudos anteriores mostraram que mais
de 75% dos canceres de mama em mulheres que possuem mutacées BRCA1 na
linhagem germinativa sdo TNBC [Quinn ef al., 2003; Rottenberg et al., 2008; Andres
et al., 2014], enquanto que 10 a 31% dos TNBC tem mutagdes BRCA1/2 na linhagem
germinativa [Greenup et al., 2013; Sharma et al., 2014]. A fim de manter a viabilidade
celular, quando estes genes estdo defeituosos/inativos, o reparo é realizado através
do mecanismo de unido de extremidade nao-homologa (NHEJ, da sigla em inglés), o
qual é dependente da enzima poli-ADP ribose polimerase 1 (PARP1). Esta enzima
nuclear é expressa constitutivamente e ativa vias de sinalizagao intracelulares que
modulam o reparo do DNA nestas células [Prakash et al., 2015; Ronson et al., 2018].

O TNBC apresenta comportamento clinico altamente agressivo levando ao pior
prognodstico entre os subtipos. O tempo médio de sobrevivéncia de pacientes com
TNBC € menor quando comparado com os outros subtipos de cancer de mama, e a
taxa de mortalidade é de aproximadamente 40% nos primeiros cinco anos apos o
diagndstico [Dent et al., 2007]. A taxa de recidiva apos a cirurgia € maior do que 25%
[Lin et al., 2008]. O tempo médio de recidiva em pacientes com TNBC é de 19 a 40
meses, enquanto que para os outros subtipos € de 35 a 67 meses. Apos a recidiva, o
tempo médio de sobrevivéncia € de apenas nove meses e a taxa de mortalidade
dentro dos trés primeiros meses € de alarmantes 75% [Haffty et al., 2006; Gluz et al.,
2009; Zhang et al., 2015]. Estes tumores sao extremamente invasivos com alta
tendéncia a mestastases precoces e distantes, geralmente ocorrendo nos primeiros
trés anos apds o diagnodstico. Cerca de 45% dos pacientes com TNBC terdo

metastases distantes, geralmente envolvendo o cérebo (30%) e 6rgéos viscerais



40
como o pulméo (40%) e o figado (20%). Apenas 10% das metastase distantes atingem
0S 0Ss0S, enquanto que para os outros subtipos este valor chega a 40% [Foulkes et
al., 2010]. O tempo médio de sobrevivéncia apds a metastase € de aproximadamente
um ano [Lin et al., 2008].

Uma outra caracteristica interessante observada neste subtipo é a sua elevada
heterogeneidade, a maior entre todos os subtipos, com duas hipoéteses tendo surgido
para tentar explica-la. A primeira hipétese baseia-se na evolugao clonal e infere que
mutacdes aleatdrias e a selegao clonal ddo origem a heterogenidade observadas
nestes tumores [Greaves & Maley, 2012]. A segunda hipétese (mais aceita) baseia-se
nas células-tronco tumorais e postula que a hierarquia celular e a diversidade tumoral
sdo oriundas das células-tronco do cancer de mama (BCSCs — Breast Cancer Stem
Cells), pequeno grupo de ceélulas com capacidade de auto-renovagao e habilidade de
originar diferentes tipos celulares [Vermeulen et al., 2008]. Este grupo de células,
importantes por revelar a origem celular, a manutengao tumoral e a progressdo do
cancer de mama, apresentam um perfil de marcadores de superficie celular
caracterizado pelo fenétipo CD44+/CD24- (elevados niveis de expressao do CD44 e
baixos/ausentes niveis de expessao do CD24), além da expresséo da enzima aldeido
desidrogenase 1 (ALDH1+) [Morrison et al., 2008]. Os diferentes subtipos do cancer
de mama exibem diferentes abundancias das BCSCs, e os TNBCs abrigam a maior
proporgcao quando comparado com os outros subtipos, contribuindo, desta forma, para
0 seu pior prognostico. S&o estas células responsaveis pelas elevadas taxas de
recidiva e pela resisténcia ao tratamento associados ao TNBC, visto que exibem
resisténcia a radiagado, quimioterapia e terapias moleculares direcionadas [Yu et al.,

2013].
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Por outro lado, diversos estudos de perfil de expressao génica tem sido
realizados para auxiliar na compreensdao da heterogeneidade dos TNBCs,
caracterizando-os em diferentes subgrupos a partir de impressdes digitais
moleculares. A subclassificagdo mais abrangente, que € amplamente utilizada, foi
proposta por Lehmann e colaboradores no ano de 2011. Eles foram os pioneiros na
subtipagem dos TNBCs e, baseando-se em 21 conjuntos de dados de microarray,
analisaram cerca de 857 TNBCs dividindo-os em seis subgrupos distintos:
imunomodulador (IM), basal-like 1 (BL1), basal-like 2 (BL2), mesenquimal (M),
mesenquimal semelhantes a células-tronco (MSL — mesenchymal stem-like) e
receptor de androgénio luminal (LAR — luminal androgen receptor). Além disto, eles
também analisaram e compararam o perfil de expressao génica de diversas linhagens
celulares de TNBC existentes, classificando-as nestes subtipos e fornecendo modelos
celulares precisos, os quais podem auxiliar no tratamento destes tumores [Lehmann
et al., 2011].

O grupo dos IM é caracterizado pelo aumento na expressdo de genes
envolvidos em processos celulares imunologicos e vias de transducdo de sinais, tais
como as vias de citocinas (interleucinas 12 e 7), de processamento de antigenos
(sinalizagao dos receptores de linfocitos T e B), entre outros. As op¢des de tratamento
para este subtipo envolve o uso de inibidores de checkpoints imunoldgicos como o
PD1 e o PDL1 [Bertucci et al., 2006]. O grupo BL1 apresenta elevada amplificagao de
genes relacionados a regulagao do ciclo celular (KRAS, CDK6, IGF1R, FGFR1, MYC
e PIK3CA) e alta frequéncia de delegcao de genes relacionados ao reparo do DNA
(RB1, BRCA1/2, PTEN e TP53), sendo utilizados como opgao de tratamento inibidores
da PARP1 e a quimioterapia baseada em compostos genotoxicos como a cisplatina.

Por outro lado, o grupo BL2 é enriquecido para genes envolvidos na glicolise e na
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gliconeogénese, além de exibir ativagdo anormal de vias de sinalizagao de fatores de
crescimento (vias do EGFR, Wnt/B-catenin e IGF-1R). Inibidores de mTOR e de
fatores de crescimento (lapatinib e cetuximab) podem ser utilizados como potenciais
estratégias terapéuticas para este grupo [Lehmann et al., 2014].

Os grupos M e MSL sao caracterizados pelo enriquecimento da expressao de
genes associados a vias de diferenciagdao (via Wnt e sinalizacdo por TGF-B), de
migracgao celular e de interagao receptor-matriz extracelular. Entretanto, o grupo MSL
apresenta um perfil de expressao génica semelhante aquele de células-tronco
mesenquimais, exibindo elevados niveis de expressao dos genes HOX e dos
marcadores BMP2, PDGFR, THY1 e VCAM1, e baixos niveis de expressao de genes
relacionados a proliferacao celular. O grupo M pode ser tratado com drogas que atuem
na transicao epitélio-mesénquima ou com inibidores de mTOR [Gibson et al., 2005],
enquanto as opg¢des de tratamento para o grupo MSL envolvem o uso de drogas anti-
angiogénicas e inibidores de PI3K. Por fim, o grupo LAR é enriquecido com genes
envolvidos no metabolismo do androgénio/estrogénio, no metabolismo de porfirinas e
na sintese de esterdides. Este grupo apresenta altos niveis de expressao do receptor
de androgénio (RA) e a opgao de tratamento envolve a terapia anti-RA [Lehmann et
al., 2014].

Com o passar dos anos novos estudos foram realizados e novas subtipagens
passaram a ser propostas (Figura 3) [Sabatier et al., 2014; Burstein et al., 2015; Le
Du et al., 2015; Barton et al., 2015; Lehmann et al., 2016; Prado-Vazquez et al.,
2019]. Uma delas, proposta por Liu e colaboradores, no ano de 2016, baseou-se na
integracdo de perfis transcriptomicos de RNAs mensageiros (mMRNAs) e de RNAs
longos nao codificadores (IncRNAs), devido ao papel emergente destas moléculas na

regulacdo de diversos processos celulares. A partir da analise de 165 amostras de
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TNBC, foi identificada uma interagao entre estas moléculas e uma nova subtipagem
foi proposta, refinando os TNBC em apenas quatro subgrupos distintos:
imunomoduladores (IM), basal-like/imunosuprimidos (BLIS — basal-like and immune
suppressed), semelhante ao mesenquimal (MES — mesenchymal-like) e receptor de
androgénio luminal (LAR - luminal androgen receptor). O grupo IM é enriquecido em
vias que regulam as células do sistema imunoldgico, exibindo elevada expressao de
genes associados com a resposta imune (inata e adquirida) e co-estimulagao de
linfécitos T. O grupo BLIS é enriquecido para vias que regulam o ciclo celular e o
reparo do DNA, apresentando elevada expressao de genes associado a proliferagao.
Em contrapartida exibem baixa expressdao de genes envolvidos em processos
imunoldgicos (ativagao do complemento, sinalizagao por linfocitos T e B, entre outros).
O grupo MES é enriquecido para vias de sinalizagéo, tais como a via do TGF-3 e de
fatores de crescimento, e para vias que regulam a interagdo receptor-matriz
extracelular e as jungdes comunicantes. Por fim, o grupo LAR é enriquecido em vias
de regulagdo hormonal, tais como vias do metabolismo de androgénio e estrogénio e

de biossintese de esteroides e porfirinas [Liu et al., 2016].
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Figura 3: Progresso da subtipagem molecular do cancer de mama triplo negativo (TNBC). A
primeira subtipagem proposta era baseada apenas no perfil de expressao génica de tumores triplo
negativos. Com o passar dos anos, interagbes entre moléculas (como, por exemplo, entre RNAs
mensageiros € RNAs n&o codificadores de proteinas) passaram a ser analisadas [adaptado de Yin et
al., 2020].
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Embora estas subtipagens utilizem um grande numero de amostras de paciente
portadores de TNBC e sejam importantes ferramentas que podem ser utilizadas no
diagndstico, progndstico e na escolha de terapias direcionadas, elas baseiam-se
principalmente na expressdo de mRNA, o qual nao reflete, com precisao, o nivel de
expressao proteica. No processo de tradugdo das proteinas existem diversas
modificagdes e processos regulatérios que interferem na previsao do progndstico e na
escolha das estratégias terapéuticas direcionadas, fazendo com que apenas uma
pequena parte se mostre util em ensaios clinicos [Yin et al., 2020]. Isto faz com que a
quimioterapia citotoxica seja ainda a principal abordagem para tratamento dos TNBCs
[Rusness et al., 2017], além de justificar o aumento exponencial, nos ultimos 10 anos,
de estudos que buscam entender melhor a biologia deste subtipo tumoral. Em uma
rapida busca no Pubmed utilizando o termo “triple negative breast cancer”, pode-se
observar que, no ano de 2010, o numero de estudos/publicagdes relacionados a este
subtipo era de apenas 393, enquanto que no ano de 2020 este numero chega a
expressivos 2.860 [Pubmed, 2021].

Mesmo com o avango dos estudos e das metodologias de classificagéo, a taxa
de mortalidade observada nestes tumores permanece elevada, principalmente devido
a sua agressividade (recidivas e metastases) associada a escassez de tratamentos
direcionados eficazes. Este grupo de tumores tem sido um desafio para a clinica,
portanto, buscar novos marcadores que auxiliem na identificagcdo de pacientes com
tumores potencialmente agressivos é essencial para diminuicdo da alta taxa de

mortalidade observada neste grupo de tumores de mama ‘[Rusness et al., 2017].
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1.4. Biomarcadores no cancer de mama triplo negativo
Apresentando mecanismos de surgimento e evolugao ainda nao esclarecidos,
o cancer de mama é considerado um dos mais graves problemas de Saude Publica
Mundial. Dentre os subtipos existentes, o cancer de mama triplo negativo se destaca
por sua elevada taxa de mortalidade, devido a alta tendéncia de metastases e
recidivas [WHO, 2021]. Quando diagnosticado em estagios iniciais, a possibilidade de
cura é maior, mas devido ao acesso ainda limitado ao atendimento médico, para uma
parcela significativa da populagéao feminina, esse diagndstico muitas vezes acontece
tardiamente, impedindo o tratamento. Outro problema importante relacionado aos
TNBCs refere-se a previsao correta do tipo de tratamento, uma vez que as atuais
classificagdes moleculares destes tumores ndao sao consideradas eficientes. Diante
disso, buscar novos biomarcadores que possam estar relacionados a este subtipo e a
sua progressao € de extrema importancia, tanto na clinica médica, para o diagndstico
e prognostico correto, quanto para a eleigdo de estratégias terapéuticas direcionadas
[Phillips et al., 1999].
O primeiro biomarcador tumoral foi descoberto no ano de 1847, antes mesmo
da descoberta da molécula de DNA. Henry Bence Jones, quimico e fisico, detectou a
presenca de uma molécula especifica na urina de pacientes com mieloma multiplo,
batizando-a de proteina de Bence Jones, a qual é utilizada até os dias de hoje e
encontrada em 70% dos pacientes com esse tipo de céncer [Jones, 1851].
Biomarcadores s&o moléculas biologicas quantificaveis, incluindo proteinas (como,
por exemplo, peptideos, enzimas, receptores, anticorpos, marcadores de células-
tronco, vias metabdlicas, entre outros) ou acidos nucleicos (como, por exemplo, genes
e RNAs nao codificadores), os quais sao utilizados como assinaturas moleculares de

um processo bioldgico normal, de um processo patogénico ou em resposta a uma
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exposi¢cao ou intervengao, incluindo intervencdes terapéuticas. Estes biomarcadores
podem ser encontrados no sangue, nos fluidos corporais, em tecidos sadios, assim
como, também, em tecidos tumorais [Pepe et al., 2001]. Geralmente, sdo produzidos
por individuos saudaveis, mas mudangas em sua quantidade, forma ou sequéncia
génica, devido & mutacdes, podem levar ao surgimento do cancer. Uteis no manejo
clinico de pacientes com cancer, esses marcadores auxiliam no diagndstico,
prognéstico, deteccao de recidiva, avaliagao da resposta terapéutica, além de auxiliar
no desenvolvimento de novas modalidades de tratamentos [Alonzo, 2005; De Almeida
et al., 2007].

Os biomarcadores podem ser classificados em trés diferentes tipos:
diagndstico, progndstico e preditivo. Biomarcadores de diagndstico séo utilizados para
identificar individuos que tem uma doenga especifica, auxiliando na tomada de
decisdes sobre a escolha do tratamento, enquanto os de progndstico servem para
prever os resultados de sobrevivéncia dos pacientes, descrevendo a provavel
progressdo da doenga com ou sem intervengdo terapéutica. Por fim, os
biomarcadores preditivos s&o utilizados para prever a sensibilidade e a resposta dos
pacientes a tratamentos especificos. Biomarcadores de diagnostico e progndéstico
também sdo considerados marcadores potencialmente preditivos e esta ligagao
continua a ser examinada em alguns estudos [Tanaka et al., 2013; Barras & Savas,
2015]. Outra classificagao refere-se ao seu local de detecgdo, podendo ser
considerados séricos ou nao-séricos. Os marcadores séricos sdo aqueles detectados
na circulagdo (sangue, soro ou plasma), nas excregdes e secregdes (fezes, urina,
expectoragao ou secregdo mamilar) sendo, portanto, facilmente medidos de forma n&o
invasiva e em série. Os nao séricos nao sao detectados na circulagédo e envolvem

receptores celulares, fatores de transcrigao, entre outros [Henry et al., 2012].
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A identificacdo de novos biomarcadores associados ao cancer pode ser
realizada por meio de multiplas abordagens, baseando-se na biologia tumoral, no
ambiente circundante ou no metabolismo de agentes farmacéuticos especificos. Com
a explosao de novos conhecimentos sobre a biologia tumoral e o advento de diversas
técnicas de biologia molecular, como experimentos de ganho e perda de fungao
através da superexpressdo e nocauteamento de genes, sequenciamento em larga
escala, analise de perfis de expressdo génica e espectrometria de massas, uma
comparagao entre células/tecidos saudaveis e tumorais pode ser feita e, portanto,
marcadores que diferem entre as amostras podem ser identificados [Henry et al.,
2012]. Porém, para se pensar em um novo estudo de biomarcadores, é importante ter
uma boa justificativa, visando atender uma necessidade clinica ndo atendida, além do
mesmo necessitar ser preciso, reprodutivel, simples e de baixo custo. O marcador
ideal deve ser funcional para o diagnéstico precoce de neoplasias e suas origens, na
determinacao da extensao da doenca, na deteccéo precoce de recidivas/mestastases
e no monitoramento da resposta terapéutica, além de ser 6rgao-sitio especifico e ter
meia-vida curta, permitindo acompanhar temporariamente as alteragcbes no
desenvolvimento tumoral [Reis, 2005; De Almeida et al., 2007; Wang & Jiang, 2013].
Proteinas e RNAs ndo codificadores (ncRNAs) sdo reguladores finos da
expressdo génica, tendo uma ampla variedade de fungdes que permitem sua
interagdo com diversos processos que modulam o cancer, como: surgimento,
desenvolvimento, progressdo de metastases e recidivas. Diversos estudos
demonstraram que essas moléculas atuam como possiveis oncogenes, sendo
regulados positivamente no cancer de mama e faciltando o crescimento e a
progressdo tumoral, ou como possiveis supressores tumorais, sendo regulados

negativamente no cancer de mama e inibindo a tumorigénese. Seu papel como
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agentes terapéuticos esta sendo explorado, tornando-os marcadores atraentes para
o diagndstico e prognético precisos de diversas doengas, incluindo o TNBC (Figura 4)
(Yadav et al., 2015; Cocco et al., 2020; Da Silva et al., 2020; Volovat et al., 2020;

Zhang et al., 2021).

Biomarcadores de diagnéstico Alvos Terapéuticos
' b 3 > Y
\\ : :l \ l')
¢ ) J )
{y‘ / :;\, P < ‘\

- = -
Q,@,\ N N
AN i)
N 7) () ¥/l ) ASO
= /| l /
!

/ /
L\ Jl

| v A

\ N I

W \ )

Figura 4: A importancia de proteinas e RNAs ndo codificadores na regulacio da expressao
génica. Proteinas e RNAs nao codificadores podem ser utilizados como biomarcadores de diagnéstico,
prognastico ou como possiveis alvos terapéuticos [adaptado de Sahu et al., 2015].

Recentemente, o marcador proteico de células-tronco CD14 foi descrito por
nosso grupo de pesquisa, como sendo diferencialmente expresso em linhagens
celulares humanas de cancer de mama, podendo estar relacionados com seu grau de
malignidade [Lobba et al., 2012], constituindo, portanto, interessante alvo que
necessita ser melhor estudado do ponto de vista funcional, visando entender seu
papel no cancer de mama humano. Até o momento ainda nao existe informagao
disponivel sobre o potencial papel do CD14 em TNBC. Por outro lado, nos ultimos
anos, tem aumentado significativamente o numero de publicagdes que relacionam o
papel de marcadores nao proteicos, como RNAs n&o codificadores, no
desenvolvimento e progressdo do TNBC [Gibb et al., 2011; Vikram et al., 2014; Wang

etal., 2017].
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No capitulo I, intitulado “Caracterizagdo funcional (superexpressédo) do gene
codificador de proteina CD74 em linhagens celulares humanas de cancer de mama
triplo negativo”, eu descrevo nossos resultados de experimentos de ganho de fungao,
via superexpressao génica, do CD14, in vitro, utilizando linhagens celulares humanas
de cancer de mama triplo negativo.

No capitulo |II, intitulado “Identificagdo e caracterizagcdo funcional
(superexpressao indutivel e nocauteamento) do gene nao codificador de proteina
LINCO1133 em linhagens celulares humanas de cancer de mama triplo negativo”, eu
descrevo nossos resultados referente a identificagcdo de novos RNAs longos néo
codificadores (IncRNAs) diferencialmente expressos em um painel de linhagens
celulares humanas de cancer de mama, além dos resultados de experimentos de
ganho e perda de fungéo (superexpressao e nocauteamento génico), in vitro, de um
dos IncRNAs escolhidos como alvo de estudo, o LINC01133, utilizando o mesmo

painel de linhagens celulares.



2. CAPITULO I:

Caracterizagao funcional (superexpressao) do gene codificador de proteina

CD14 em linhagens celulares humanas de cancer de mama triplo negativo
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2.1. INTRODUGAO

Dados recentes sugerem que um dos principais mecanismos envolvidos na
progressao tumoral é a existéncia de subpopulac¢des de células, as quais apresentam
propriedades de células-tronco. Estas células sdo conhecidas como células-tronco
tumorais ou células iniciadoras tumorais. Partindo desse pressuposto, a teoria mais
recente de desenvolvimento do cancer propde que a malignidade se origina no
compartimento imortal de células-tronco e resulta da maturagdo de células-tronco
mutantes ao invés da desdiferenciagédo de células somaticas [Cournoyer et al., 2012;
Vangipuram et al., 2012]. Pesquisas promissoras envolvendo células-tronco do cancer
de mama (BCSCs) vém sendo desenvolvidas para estudar a progressao tumoral e
descrever novos marcadores que possam ser utilizados no desenvolvimento de
protocolos clinicos [Brown et al., 2020; Du et al., 2020; Elden et al., 2021].

Um painel de marcadores moleculares vem sendo utilizado para identificar as
BCSCs. Dentre eles, os mais utilizados sédo o CD44+/CD24- e o ALDH1+, os quais
representam duas subpopulagdes distintas de BCSCs [Ginestier et al., 2007]. Estudos
baseados em perfis de expressado génica mostraram que o fenétipo CD44+/CD24- é
referente a um tipo mesenquimal e quiescente de BCSCs, enquanto que o fendétipo
ALDH1+ é referente a um tipo epitelial e proliferativo [Mani et al., 2008; Brabletz, 2012].
Outros marcadores destas células foram identificados em diferentes modelos de
camundongos transgénicos. Um estudo, desenvolvido por Vassilopoulos e
colaboradores, mostrou que camundongos BRCA1-mutantes com elevado potencial
metastatico eram enriquecidos para populagcdes de BCSCs com o fendtipo
CD24+/CD29+/CD49f+ [Vassilopoulos et al., 2014]. Wright e colaboradores
descreveram que tumores mamarios de camundongos deficientes em BRCA1 exibiam

subpopulag¢des heterogéneas de BCSCs, incluindo células-tronco CD44+/C24- e
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CD133+ [Wright et al., 2008]. Grange e colaboradores relataram que camundongos
BALB-neuT apresentaram uma subpopulagdo de BCSCs com o fendtipo Scal+
[Grange et al., 2008]. Marcadores também foram identificados em diferentes linhagens
celulares de cancer de mama. Na linhagem MCF7 foram identificados o MUC1+ e o
Lgr5+ [Engelmann et al., 2008; Yang et al., 2015]. Na linhagem HCC1937, o ABCG2+
[Lecia et al., 2014]. Ja na linhagem MDA-MB-231, os marcadores identificados foram
o Procr+/ESA+, o GD2+, a Nectina-4+ e também o Lgr5+ [Hwang-Verslues et al.,
2009; Battula et al., 2012; Yang et al., 2015]. Por fim, na linhagem Hs578T, nosso
grupo identificou 0 marcador CD90+ [Lobba et al., 2018].

Atualmente, existe a necessidade de se identificar e caracterizar novos
marcadores que estejam relacionados com tumores de mamas agressivos, Como 0s
TNBCs, complementando, de forma mais precisa, o diagndstico, o protocolo clinico
de progndstico e a estratégia terapéutica a ser utilizada nas pacientes. Como citado
anteriormente, o gene codificador de proteina CD 74 foi descrito por nosso grupo como
sendo diferencialmente expresso em linhagens celulares humanas de céancer de
mama, tornando-se, assim, um alvo promissor que deve ser melhor estudado e
caracterizado [Lobba et al., 2012].

O gene CD14 consiste de 1.974 pb que codifica um unico pré-mRNA de 1.400
pb, o qual sofre splicing alternativo podendo originar até quatro transcritos diferentes.
Apesar disto, todos eles codificam a mesma proteina por apresentarem a mesma
regidao codificadora. A proteina CD14 apresenta 375 aminoacidos, sendo composta
por 11 repeticdes ricas em leucina. Sua estrutura cristalina revela que a mesma possui
formato de fechadura, o que é importante para sua ligacdo a moléculas especificas
[Kim et al., 2005]. Ela é processada no reticulo endoplasmatico e se expressa como

uma (glicoproteina de 55 kDa na membrana celular via &ncora de
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glicosilfosfatidilinositol (GPIl) (mCD14) [Wright et al., 1990]. Da mesma forma que
outras proteinas ancoradas ao GPIl, a mCD14 acumula-se na superficie celular em
microdominios conhecidos como lipid rafts, que sao ricos em colesterol e acumulam
diversas quinases no seu sitio intracelular. Essa molécula é altamente expressa na
superficie de células mieldides, tais como mondcitos, macréfagos e neutrofilos e, com
menor nivel de expressao, na superficie de células hematopoiéticas, em células
epiteliais, células endoteliais e fibroblastos [Anas et al., 2010].

O CD14 também pode ser secretado como proteina soluvel (sCD14), sendo
gerado por, pelo menos, trés mecanismos distintos, os quais incluem o contorno da
adicao de glicosilfosfatidilinositol, a clivagem da ancora de GPI por fosfolipase D, ou
a clivagem proteolitica direta a partir da superficie celular [Wright et al., 1990]. Estudos
relatam que a forma soluvel ja foi encontrada no soro [(Ziegler-Heitbrock & Ulevitch,
1993; Klaassen et al., 2013], no liquor, no leite materno [Snijders et al., 2006] e em
outros fluidos corporais, conferindo responsividade ao LPS para células que nao
expressam CD14 [He et al., 2013; Lee et al., 2015]. Primeiro receptor de
reconhecimento padrédo (PRR) identificado que se liga aos lipopolissacarideos
bacterianos (LPS), o antigeno de diferenciagdo de mondcitos humanos CD14 tem a
funcdo de aumentar as respostas imunes inatas celulares. Tanto o mCD14 quanto o
sCD14 sao considerados co-receptores para varios receptores Toll-like (TLRs),
transferindo produtos da parede celular bacteriana para estes receptores e,
consequentemente, ativando cascatas de sinalizacdo, tanto na superficie celular
guanto em compartimento endossomais, que fazem o sistema imunolégico inato reagir
prontamente a infecgbes ou lesdes que resultam em danos celulares (Figura 5) [Wright

et al., 1990; Granucci & Zanone, 2013].
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Figura 5: Ativagao da via de sinalizagdao dos TLRs. A ligacéo do lipopolissacarideos bacteriano (LPS)
ao CD14 ativa a via de sinalizagao dos TLRs, a qual estimula a transcrigdo de citocinas pro-inflamatérias
[adaptado de Wu et al., 2019].

Estudos mostram que o CD14 ¢ indispensavel em processos de inflamacgao e
infeccdo. Por exemplo, o CD14 promoveu significativamente a inflamacgao induzida
por LPS em érgdos como o intestino [He et al., 2016], figado [Ogawa et al., 2013],
pulméo [Dagvadorj et al., 2015], entre outros. O CD14 também pode atuar como um
receptor para moléculas enddgenas tais como a molécula de adesao intercelular 3
(ICAM-3) na superficie de células apoptdticas, peptideos amildides, proteinas de
choque térmico (HSP70), ceramida e cristais de urato. A ligagdo de CD14 a estes
ligantes, com excegdo das células apoptéticas, medeia a ativagdo de respostas

inflamatdrias [Anas et al., 2010]. O CD14 também ¢é descrito por exibir papeis
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importantes em doengas, tais como na aterosclerose, em doengas metabdlicas e na
regulagéo do cancer [Patino et al., 2000; Waldo et al., 2008; Kanczkowski et al., 2010].

Apesar de ser classicamente descrito como um componente do sistema imune,
existem alguns relatos da expressdo de CD714 em células do tecido mamario. Stein e
colaboradores relataram a presenga de CD14, associado ao STAT3, em células
epiteliais luminais de camundongos associadas ao processo de involugao da glandula
mamaria [Stein et al., 2004)]. Asselin-Labat e colaboradores identificaram o CD14, em
conjunto com o CD61, como novos marcadores de células progenitoras luminais
mamarias [Asselin-Labat et al., 2007], as quais foram caracterizadas por Shehata e
colaboradores, os quais mostraram a expressdo do CD74 em 86% das células
progenitoras examinadas, confirmando, assim, sua relevancia no tecido mamario
[Shehata et al., 2012]. A forma soluvel do CD14 tem sido amplamente encontrada no
leite materno, e a alteracido dos seus niveis foi associada com uma série de doencas
atopicas, tais como eczema e asma [Snijders et al., 2006]. Foi relatada uma
associagao entre a reducéo dos niveis de sCD14 no leite materno e o diagndstico de
eczema em criangas de até seis meses de idade [Jones et al., 2002].

Na literatura, ainda é observada uma escassez de dados que relacionem o
marcador CD14, seja na forma ancorada a membrana ou soluvel, com o cancer,
mostrando a necessidade de mais estudos envolvendo esta proteina. Alguns
trabalhos relatam que o nivel sérico de sCD14 foi maior em pacientes com cancer,
tais como o glioma, do que em pacientes com doengas benignas ou pessoas normais,
indicando seu possivel papel no desenvolvimento do cancer [Wu et al., 2010; Zhou et
al., 2010]. Recentemente, foi relatado que a alta expressédo do CD74 em uma
subpopulagao de células de cancer de bexiga esta associada ao desenvolvimento do

mesmo através do aumento da producgao de citocinas pré-inflamatérias [Cheah et al.,



56
2015]. Em outro estudo, He e colaboradores mostraram a presenga de sCD14 em
pacientes com cancer de mama HER2+. Neste trabalho, foi observado que pacientes
com menor nivel de sCD14 no soro apresentaram um maior risco de recorréncia da
doencga, quando comparados com aqueles que apresentaram um maior nivel desta
proteina no soro, indicando que o CD14 poderia ser um potencial biomarcador no
prognoéstico de recidiva neste subtipo de cancer de mama [He et al., 2013]. Até o
momento, sdo escassas as informagdes disponiveis na literatura sobre o potencial
papel do CD14 em TNBC. Lobba e colaboradores relataram uma alta expressao de
CD14 na linhagem celular ndo-tumorigénica de mama MCF10A (maior que 60%) e
baixa expressao na linhagem de cancer de mama triplo negativa Hs578T (menor que
15%) [Lobba et al., 2012]. Com base nestes dados, os autores sugerem que o CD14
poderia ser um marcador de bom progndstico no carcinoma mamario, mas que para
isso, € extremamente necessaria a caracterizacdo funcional desta molécula e uma
investigacao profunda do seu real papel, justificando o desenvolvimento do presente

trabalho.
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2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste capitulo é caracterizar funcionalmente o gene codificador
de proteina CD174, em linhagens celulares humanas de cancer de mama triplo
negativo, no intuito de esclarecer o papel de seu respectivo produto génico na
progressao do fendtipo tumoral, contribuindo, desta forma, para o futuro
desenvolvimento de potenciais protocolos clinicos e terapéuticos relacionados ao

cancer de mama triplo negativo.

2.2.2. Objetivos Especificos

a) Ampliar o painel de linhagens celulares humanas de cancer de mama
disponivel em nosso laboratério, as quais representam os diferentes subtipos
destes tumores e apresentam diferentes graus de malignidade, para avaliar a
expressao do gene codificador de proteina CD174 frente a essas linhagens;

b) Analisar a fungcdo do gene codificador de proteina CD714 através da
superexpressao, via sistema lentiviral, na linhagem de céncer de mama triplo
negativo Hs578T;

c) Caracterizar as linhagens celulares geradas, in vitro, quanto a proliferagdo, ao
crescimento de colbnias dependente/independente de ancoragem e ao
potencial migratorio e invasivo;

d) Analisar, nas linhagens geradas, a expressdo de genes envolvidos na

malignidade tumoral,
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2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1. Linhagens Celulares e Condi¢des de Cultivo

Para este trabalho, foram utilizadas sete linhagens celulares humanas de
mama, as quais representam um modelo de progressao tumoral, como, também, os
diferentes subtipos do carcinoma mamario. Todas as linhagens celulares foram
obtidas da ATCC (American Type Culture Collection) e foram mantidas em meios de
cultura especificos para cada linhagem. Abaixo s&o descritas as principais

caracteristicas de cada uma das linhagens celulares utilizadas neste trabalho:

= MCF10A (ATCC: CRL 10317): linhagem epitelial ndo-tumorigénica derivada da
doenca fibrocistica de mama;

= MCF12A (ATCC: CRL 10782): linhagem epitelial ndo-tumorigénica derivada da
doenca fibrocistica de mama e imortalizada espontaneamente;

= MCF-7 (ATCC: HTB-22): linhagem epitelial derivada de carcinoma ductal invasivo
de mama, a qual representa o subtipo molecular do carcinoma mamario Luminal
A;

= ZR-75-1 (ATCC: CRL-1500): linhagem epitelial derivada de adenocarcinoma
ductal invasivo de mama, a qual representa o subtipo molecular do carcinoma
mamario Luminal B;

= SK-BR-3 (ATCC: HTB-30): linhagem epitelial derivada de adenocarcinoma
metastatico de mama, a qual representa o subtipo molecular do carcinoma
mamario HERZ;

= MDA-MB-231 (ATCC: HTB-26): linhagem epitelial derivada de um
adenocarcinoma metastatico de mama, a qual representa o subtipo molecular do

carcinoma mamario Triplo Negativo;
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= Hs578T (ATCC: HTB-126): linhagem epitelial derivada de carcinosarcoma
mamario, a qual representa o subtipo molecular do carcinoma mamario triplo
negativo;
= 293T: linhagem derivada de células HEK293 oriundas de rim embrionario humano,
as quais foram transformadas com o antigeno large T de SV-40, apresentando
alta eficiéncia de transfeccgao.

As linhagens nao-tumorigénicas de mama MCF10A e MCF12A foram
cultivadas em meio DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture
F-12) (Gibco) suplementado com 20ng/mL de EGF (Sigma-Aldrich), 10u/mL de
insulina (Sigma-Aldrich), 500ng/mL de hidrocortisona (Sigma-Aldrich), 10 uM de toxina
colérica (Sigma-Aldrich) e 5% de soro fetal equino (SFE) (Gibco), conforme descrito
por Soule e colaboradores [Soule et al., 1990]. As linhagens MCF-7, ZR-75-1 e MDA-
MB-231 foram cultivadas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium)
(Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab/Vitrocell,
Campinas, SP). Por fim, as linhagens SKBR-3 e Hs578T foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibco) suplementado com 10% de SFB.
Todas as linhagens celulares foram cultivadas na presenga dos antibioticos ampicilina
(25mg/L) e estreptomicina (100mg/L) (Sigma-Aldrich) a temperatura de 37°C em
atmosfera umida de 2% ou 5% de CO2, para a manutengdo do pH préximo ao
fisiologico. Ao atingirem aproximadamente 80% da densidade de saturacdo, as
culturas celulares foram lavadas com PBSA (Phosphate Buffered Saline — sem ions
de calcio e magnésio) e subcultivadas utilizando-se solugao de tripsina. Os estoques
celulares foram mantidos em meio de cultivo contendo 10% de DMSO
(dimetilsulfoxido estéril) (Sigma-Aldrich) e armazenados em nitrogénio liquido a -

190°C.
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2.3.2. Ensaio de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

2.3.2.1. Extracdo do RNA total

A extracdo do RNA total das linhagens celulares foi realizada a partir de
aproximadamente 1x108 células, utilizando-se os reagentes do RNeasy Mini Kit
(QIAGEN), conforme as especifica¢cdes do fabricante, exceto que o tratamento com
DNAsel foi realizado por 1h. As amostras de RNA foram quantificadas através de sua
absorbancia a 260nm e sua pureza foi avaliada através da razdo 260/280nm em
espectrofotbmetro  (NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific,
Wilmington, USA), tendo-se, como pureza satisfatéria, uma relagao préxima de 2,0. O

RNA purificado foi armazenado a -80°C.

2.3.2.2. Desenho dos primers

Os primers utilizados para amplificacdo dos genes nos experimentos de qRT-
PCR foram desenhados com o auxilio do programa computacional Primers Express
3.0 (Thermo Scientific) (Tabela 2). Para se obter um bom desempenho nas reagdes
de qRT-PCR, eles foram desenhados com as seguintes caracteristicas: amplificagéo
de fragmentos de aproximadamente 150pb, conteudo de CG entre 30 e 80%,
incapacidade de formacdo de dimeros ou de estruturas secundarias e apresentar
temperatura de anelamento entre 58°C e 60°C. Além disso, a fim de evitar uma
eventual coamplificagcdo de DNA gendmico contaminante, a maior parte dos pares de

primers foram desenhados em éxons diferentes do gene.

Tabela 2: Sequéncia de primers utilizados nos ensaios de qRT-PCR.

Genes Sequéncia dos Primers (5’— 3’)
CD14 F: CCGCTGGTGCACGTCTCT
R: AATCTTCATCGTCCAGCTCACA
GAPDH F: TGCACCACCAACTGCTTAGC
R: GGCATGGACTGTGGTCATGAG
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HPRT1 F: TGAGGATTTGGAAAAGGGTCT
R: GAGCACACAGAGGGCTACAA

HMBS F: TGGACCTGGTTGTTCACTCCTT
R: CAACAGCATCATGAGGGTTTT

2.3.2.3. Transcrigcao reversa e sintese de cDNA

Para a transcricao reversa e sintese de cDNA fita simples foi utilizado 1 ug de
RNA total de cada condicédo experimental. Cada amostra foi transcrita utilizando-se a
enzima SuperScript Il (Invitrogen), de acordo com as recomendag¢des do fabricante.
Os cDNAs sintetizados foram enté&o utilizados como template para as reagdes de qRT-
PCR.

Para a quantificagdo do produto formado durante a reacéo de amplificagao, foi
utilizado o reagente SYBR®GreenDye (Applied Biosystems). As reagdes de gqRT-PCR
foram realizadas em triplicatas em um volume final de 6l no Termociclador ViiA7
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Como template, foram utilizados 1,54l
do cDNA sintetizado e diluido 30x em agua Mill-Q®. Para cada reacgdo, foram
utilizados 1,5ul do conjunto de primers na concentracgéao final previamente determinada
e 3ul do reagente SYBR®GreenDye. As reagdes foram realizadas nas seguintes
condigdes: 50°C por 2 min (etapa de ativagao da enzima Uracil N-Glicosilase,
AmpEraser), 95°C por 10 min (etapa de ativacdo da enzima DNA Polimerase, Taq
Gold), 40 ciclos de 95°C de 15 seg (etapa de desnaturagao) e 60°C por 1 min (etapa
de anelamento dos oligonucleotideos e extensdo do amplicon). Para avaliar a
especificidade das reagdes de amplificacdo e detectar a presengca de eventual
contaminagao, uma reacgao de dissociagcao do produto amplificado foi realizada ao
término de cada reacdo. Além disso, foram realizadas reagdes controles de
amplificagdo na auséncia de molde (cDNA) denominadas NTC (Non-Template

Control).
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Considerando a possibilidade de variacdo da concentragéao inicial de cDNA na
andlise dos dados provenientes de duas ou mais amostras, foi realizada a
normalizacdo na qual a expressdao do gene-alvo foi determinada em fungdo da
expressao de genes referéncias. Assim, a quantificagdo das amostras foi realizada

utilizando-se GAPDH, HPRT1 e HMBS como referéncias.

2.3.2.4. Determinacgao da concentracéo final de primers

A concentragao final adequada de cada par de primers, especificos para os
genes analisados, foi determinada através de reag¢des variando-se a concentragéo
final destes primers entre a minima de 200nM e maxima de 600nM. Como template,
utilizou-se uma mistura de cDNAs provenientes de diferentes linhagens celulares.
Desta forma, foi possivel determinar a menor concentragao final de primers que
resultou na menor formacao de dimeros, ou inexistente, sem que houvesse variagcao
no valor do Ct e no perfil da curva de ampliagdo do gene em relagdo as maiores

concentracdes analisadas.

2.3.2.5. Determinacgéao da eficiéncia dos primers

Para calcular a eficiéncia dos primers, foram realizadas reagdes de qRT-PCR
utilizando-se, como template, uma mistura de cDNAs provenientes de diferentes
linhagens de mama humana. Através da analise de regresséao linear dos valores de
Cts em funcao do logaritmo da respectiva diluicdo, foi possivel obter o coeficiente
angular da reta (a, em y= a.x + b). Este coeficiente foi, entéo, utilizado para calculo da

eficiéncia de amplificacdo do produto pelos primers, na seguinte formula:
Ef = 10 #coeficiente anguiar

Ef (%)= (Ef - 1) x 100
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2.3.2.6. Confirmacéao da expressao diferencial
A média dos Cts das triplicatas foi calculada inicialmente. Dado que a
expressdo do gene é analisada em relagdo a uma amostra que é tomada como
referéncia, calculou-se, entdo, a diferengca entre a média dos Cts da amostra
referéncia e a média dos Cts da amostra estudada. Essa diferenca foi definida como
ACp. O Calculo do ACp foi realizado para os dados do gene alvo e para os dados do
gene de expressao constitutiva. A férmula final para o calculo da diferengca de
expressao dos genes entre as amostras analisadas, considerando-se que pode nao
ocorrer um ganho de duas vezes do produto amplificado a cada ciclo, dado que a

eficiéncia de amplificacdo dos primers utilizados ndo € de 100%, sendo dada por:

LCP (gene alvo)
Ef (gene alvo) L

ratio =
Fator de Normalizagéo

O Fator de Normalizagao foi calculado através da analise da expresséo dos
genes GAPDH, HPRT1 e HMBS no programa computacional GeNorm
[Vandesompele et al., 2002]. De acordo com esta analise, foram classificados os dois
genes mais estaveis, HPRT1 e GAPDH, que foram, entao, utilizados para calcular o
controle referéncia utilizado como Fator de Normalizagdo no calculo da expressao

diferencial.

2.3.3. Construcao do vetor lentiviral pLV-eGFP-CD14 para ensaio de superexpressao

Para a superexpressao do gene CD14 humano, utilizamos o sistema lentiviral
de expressdo em células de mamifero, o qual € baseado no plasmideo pLV-eGFP,
que expressa o gene reporter eGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) [Tiscornia
et al., 2006]. Os vetores lentivirais foram construidos com base na sequéncia completa
do cDNA correspondente ao CD174, o qual foi clonado nesse sistema de maneira sitio-

dirigida para que apenas a fita de interesse seja expressa. A superexpressao do CD174
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foi realizada em células Hs578T, linhagem na qual esse gene apresenta baixa

expressao.

2.3.3.1. Desenho dos primers para amplificagdo da regido codificadora do CD14

Os primers para amplificagdo foram desenhados utilizando-se a sequéncia inicial
e final do cDNA correspondente a sequéncia do cDNA de CD714 humano (Tabela 3).
Na extremidade 5’ dos primers forward foi adicionado um sitio de restricdo para a
enzima Xbal (TCTAGA), enquanto na extremidade 3’ dos primers reverse foi
adicionado um sitio de restricao para a enzima Mlul (ACGCGT), visando a insergéo
do gene de interesse nos respectivos sitios Xbal e Mlul do vetor lentiviral.

Tabela 3: Primers de Clonagem do CD14

Genes Sequéncia dos Primers (5’— 3’) Temp. de Melting (°C)
hCD14-F-Xbal TCTAGAATGGAGCGCGCGTCCTGCTT 73°C
hCD14-R-Mlul ACGCGTTTAGGCAAAGCCCCGG 72°C

2.3.3.2. Amplificac&o da regido codificadora do gene CD14

Cerca de 1,0ug de cDNA da linhagem celular ndo-tumorigénica de mama
MCF10A foi utilizada como molde para amplificagdo da regido codificadora do gene
CD14 humano. Para a reagado de amplificacdo, foram utilizados os seguintes
reagentes: 1X High Fidelity Buffer (Finnzymes); 2mM de dNTP (Fermentas); 1U de
Phusion® Hot Start High Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes); primers especificos
na concentragao 0,5uM (primer forward e primer reverse). As condi¢des de ciclagem
no termociclador PTC- 225 Pelthier Thermal Cycler® (MJ Research) foram: 98°C por
2 min; 40 ciclos de 98°C por 10 seg, 72°C por 30 seg, 72°C por 2 min e 72°C por 5
min para extensao final dos fragmentos. O produto de PCR foi analisado em gel de
agarose 0,8% corado com Brometo de Etideo (0,5ug/mL) e visualizado sob luz

ultravioleta (UV) no fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare).
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2.3.3.3. Clonagem da regiao codificadora do gene CD14

Os fragmentos correspondentes a regido codificadora do gene CD 714 humano,
amplificados por PCR, foram fracionados em gel de agarose para, entdo, serem
cortados e purificados a partir do gel, utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Apos a extracédo, o DNA
foi quantificado no espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer.

O fragmento de interesse foi subclonado no vetor p GEM®-T Easy (Promega),
o qual é um sistema otimizado para a clonagem de produtos de PCR, sendo, por este
motivo, utilizado como primeira abordagem para a clonagem dos produtos de
amplificagdo do CD14, visando seu sequenciamento e posterior subclonagem nos
vetores de expressao utilizados neste trabalho. Inicialmente o fragmento foi tratado
com dATP para insergdo de uma cauda poliA, a qual é importante para a ligagao do
mesmo no vetor P GEM®-T Easy. Para tanto, a seguinte reacgéo foi realizada: 7 pL do
fragmento de interesse purificado, 1x Taq Polymerase Reaction Buffer (Thermo
Scientific), 2mM de Cloreto de Magnésio (MgClI?), 0,2mM de dATP (Thermo Scientific)
e 5U da enzima Taq Polymerase (Thermo Scientific). A reag¢ao foi entdo incubada a
70°C por 30 min. Os fragmentos tratados com dATP foram ent&o subclonados no vetor
PGEM®-T Easy, utilizando-se a enzima T4-DNA ligase (kit pGEM®-T Easy Vector
System). A reacgao foi incubada a 16°C por 18h, seguida da inativagdo enzimatica a
80°C por 20 min. Aliquotas da reacao de ligagao foram utilizadas para transformacéo
de bactérias E. coli XL1-Blue por eletroporacgéao (eletroporador EC-100, EC Apparatus
Corporation).
2.3.3.4. Transformagdo por eletroporacdo de bactérias Escherichia coli
eletrocompetentes com DNA plasmideal

Bactérias E. coli XL1-Blue eletrocompetentes foram transformadas por
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eletroporagdo com as construgdes plasmideais de interesse como descrito a seguir:
Uma aliquota de 3uL da reagao de ligagao foi adicionada a 100uL de bactérias. Esta
mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporagéo (gap entre os eletrodos de
2mm) (Bio-Rad). O eletroporador (EC-100, EC Apparatus Corporation) foi ajustado
conforme o manual do aparelho para 2.500V, sendo entdo aplicado o pulso a cubeta.
Em seguida, foi adicionado 900 uL de meio LB a suspensao bacteriana e esta foi
incubada a 37°C sob agitagao de 200-250rpm por 1h. As bactérias transformadas
foram plaqueadas em meio LB-agar 1,5% contendo 100pg/mL de ampicilina para
obtencao de colbnias resistentes ao antibiético. As placas foram, entdo, incubadas a
37°C por 16h. Os clones bacterianos obtidos foram expandidos em meio LB liquido
contendo 100ug/mL de ampicilina e incubados a 37°C por 16-18 horas sob agitacéo
de 200-250rpm. Estoques celulares foram estabelecidos para manutengdo em -80°C.
Para isto, adicionou-se a suspensao celular uma solugao de glicerol 30% na propor¢ao
de 1:1 (viv).
2.3.3.5. Preparagao de DNA plasmideal em pequena escala

Indculos de 5mL foram utilizados para preparagdes plasmideais em pequena
escala. Para estas preparacdes foi utilizado o kit de purificacdo de DNA lllustra
PlasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo as recomendagdes do
fabricante. As preparacbes de DNA resultantes foram quantificadas em
espectrofotdbmetro  (Nanodrop Spctrophotometer ND-100, Thermo Scientific,
Wilmington, USA). A sequéncia integra do cDNA do gene CD174 foi extraida do vetor
pGEM®-T Easy através da digestdo com as enzimas de restricdo Xbal e Miul

(Fermentas), sendo este fragmento, posteriormente, purificado do gel.
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2.3.3.6. Analise da sequéncia de nucleotideos
A integridade da sequéncia do cDNA do gene CD174 foi avaliada através de
sequenciamento de DNA no aparelho ABI Prism 3700 DNA Analyser (Applied
Biosystems) utilizando-se o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems), conforme especificagcbes do fabricante. As sequéncias obtidas no
sequenciamento foram analisadas e alinhadas utilizando-se o0s programas
PhredPhrap [Ewing, 1998; Ewing & Green.,, 1998] e Blast (NCBI)

[https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqil.

2.3.3.7. Sub-clonagem da construg&o no vetor lentiviral de terceira geragao

Uma das construgdes contendo a sequéncia completa de nucleotideos do gene
CD14 foi utilizada para a subclonagem nos respectivos sitios de restricdo do vetor
lentiviral pLV-eGFP e esta construgdo foi entdo utilizada no ensaio funcional de

superexpressao.

2.3.4. Geragao da linhagem Hs578T superexpressando o gene CD14

2.3.4.1. Producgéo de particulas lentivirais em células 293T

As particulas lentivirais recombinantes de superexpressao foram geradas por
meio de transfec¢c&o da linhagem empacotadora de virus 293T. Foi utilizado o vetor
pLV-eGFP/CD14 para producao de particulas virais para o ensaio de superexpressao.
Para cada construgédo de interesse foi utilizada uma placa de 6 pogos (35mm de
diametro) de células 293T em alta densidade de saturagéo (80-90%). A proporgéo dos
DNAs plasmideais para a produgao dos lentivirus foi calculada de acordo com o
protocolo descrito por Tiscornia e colaboradores [Tiscornia et al., 2006]. Sendo assim,
foi utilizado 1,1ug do vetor de transferéncia, 720ng do vetor pMDL, 280ng do vetor

pPREV e 390ng do vetor pVSVG. Estes plasmideos foram diluidos em 150uL de meio



68
DMEM sem soro. Em outro tubo de microcentrifuga, 10uL do reagente de lipofec¢ao
(Lipofectamine 2000 - Life Technologies) foram diluidos em 150uL de meio DMEM
sem soro para cada ensaio de transfecgdo. Os conteudos dos dois tubos foram
misturados e incubados por 20 min a temperatura ambiente. Apds este periodo, a
mistura de lipossomos/DNA foi adicionada por gotejamento ao meio de cultura de
células. Apos 4-6h, foi efetuada a troca do meio para inicio das coletas de particulas
virais em 24h. O sobrenadante de cada placa foi coletado no tempo de 24, 48 e 72hs
apos a transfecgao. Para tanto, foi adicionado 1mL de DMEM suplementado com 10%
SFB em cada pogo. O sobrenadante de cada coleta foi centrifugado a 20.000xg por
10 min a temperatura ambiente para eliminar restos celulares e, em seguida,
aliquotados e congelados a -80°C.
2.3.4.2. Titulagao das particulas lentivirais eGFP positivas (eGFP*)

As particulas virais produzidas foram tituladas em células da linhagem 293T
conforme descrito por Tiscornia e colaboradores [Tiscornia et al., 2006]. Foram
preparadas diluicdes 10" e 10?2 dos meios condicionados contendo as particulas
virais. Para realizagao da transducéo viral, misturou-se 20uL dos meios condicionados
originais ou das diluigbes e 480ul de uma suspensao celular contendo 1x10° células
293T em DMEM suplementado com 10% SFB. Imediatamente apds a mistura, as
células foram transferidas para pogos de uma placa de 24 pogos e incubadas por 48h,
até o momento da contagem das células fluorescentes. Para contagem, estas células
foram dissociadas e a porcentagem de células eGFP positivas foi analisada por

citometria de fluxo.

O titulo de cada preparacao viral (UFC: Unidades Formadoras de Coldnias) foi
obtido a partir da contagem da propor¢ao de células fluorescentes, utilizando-se a

seguinte relacao:
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Titulo (UEC) = (P x N /100 x V) x /DF, onde:

P = % de células EGFP+
N = nimero de células no momento da transdugao (10°)
V = volume da diluigdo usado para a transdugao
DF = fator de diluicéo
2.3.4.3. Transducéo viral da linhagem Hs578T com particulas lentivirais

As células da linhagem Hs578T foram transduzidas com a preparagéo lentiviral
correspondente ao pLV-eGFP/CD14 e ao controle pLV-eGFP. Para a transducéo,
cada construgao lentiviral foi misturada com uma suspensao de 1x10° células para se
obter uma multiplicidade de infecgao de 10 (MOI: Multiplicity of Infection). As células
foram, entéo, plaqueadas em placas de 24 poc¢os e o meio de cultura foi trocado apods
48h da transducdo. As células eGFP+ foram selecionadas através da separagao
celular no citbmetro de fluxo (cell sorting) e subcultivadas até atingir um numero de

células suficiente para congelamento em nitrogénio liquido.

2.3.5. Citometria de Fluxo

Experimentos de citometria de fluxo foram realizados no citbmetro FACSAriall
(BD, Biosciences). Os resultados foram analisados e processados no programa
computacional FlowJo (Tree Star INC., USA) versao 7.6. Para o cell sorting, as células
transduzidas com os virus pLV-eGFP e pLV-eGFP/CD14 e eGFP+ foram sorteadas e
coletadas em ambiente asséptico, mantidas em cultura para posterior caracterizagao

molecular das linhagens geradas e para a realizagdo de ensaios fenotipicos.
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2.3.6. Confirmacéo da superexpressao do CD174 nas linhagens transduzidas
Para avaliar o nivel de mRNA correspondente ao gene CD74 nas linhagens
transduzidas, foram realizadas reagdes de qRT-PCR. A expressao proteica do CD14
foi avaliada por Western Blot. Os extratos proteicos totais foram obtidos incubando-se
as células em tampao de lise RIPA (150mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% SDS, 50mM Tris
pH 8.2, 1mM EDTA) contendo inibidor de protease. A concentragdo das proteinas
nos extratos foi determinada pelo método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-
Rad, Hercules, CA, EUA), utilizando-se uma curva padrao de BSA (albumina sérica
bovina). Aliquotas de 30ug dos extratos proteicos foram fracionados por eletroforese
em gel SDS-PAGE e transferidos para membrana de nitrocelulose. Posteriormente,
as membranas foram incubadas com o anticorpo primario anti-CD14 (Ab 45870,
1/500) (Abcam, Cambridge, UK). Depois da lavagem e incubagdo com o anticorpo
secundario HRP conjugado (1/5000) (Sigma-Aldrich), as bandas proteicas foram
detectadas no fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). Como
controle enddgeno foi utilizado o anticorpo anti-GAPDH (G8795, 1/10000) (Sigma-

Aldrich).
2.3.7. Caracterizagao das linhagens celulares geradas

2.3.7.1. Curva de crescimento celular

A taxa de proliferacdo da linhagem parental e das linhagens transduzidas foi
determinado através do ensaio de curva de crescimento celular. Foram plaqueadas
1x10* células/mL em cada pogo de placas de 12 pogos (22mm de diametro). As placas
foram mantidas em condi¢cées adequadas de cultura e o meio de cultivo foi renovado
a cada dois dias. Realizaram-se diferentes coletas para cada linhagem celular
analisada, realizadas apds 1, 3, 5, 7 e 9 dias do plaqueamento, em triplicata. A coleta

consistiu na lavagem das placas com PBSA e posterior incubagdo com 0,2mL de
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solugdo de ftripsina. Depois de constatado que as células se encontravam em
suspensao, adicionou-se 0,25mL de PBSA. Em seguida, foram adicionados 0,05mL
de formaldeido 37% para fixagdo das células e posterior contagem. O numero de
células foi determinado com auxilio do hemocitémetro/citbmetro Accuri (BD

Bioscience).

2.3.7.2. Ensaios de tumorigénese in vitro
O potencial tumorigénico, medido através do crescimento de colbnias, da
linhagem parental e das linhagens transduzidas foi analisado utilizando-se diferentes

abordagens in vitro:

2.3.7.2.1. Ensaio de crescimento de col6nias em substrato solido

O potencial tumorigénico da linhagem parental e das linhagens transduzidas foi
inicialmente determinado através do ensaio de crescimento de colénias em substrato
solido. Este ensaio tem a finalidade de avaliar a capacidade das células de formarem
coldénias dependente de ancoragem, além de avaliar a viabilidade e a proliferagéo
celular [Puck et al., 1956]. Foram plaqueadas 3x10? células/mL em cada pogo de
placas de 6 pogos. As placas foram mantidas em condi¢gdes adequadas de cultura e
o0 meio de cultivo foi renovado sempre que necessario. As placas foram mantidas em
cultura por 12 dias, tempo necessario para que fosse observada a formacgao de
colonias. Ao término da segunda semana, o meio de cultivo foi removido e foram
adicionados 0,5mL de cristal violeta 0,5% para fixacdo e coloracéo das colénias. O
excesso de cristal violeta foi removido e as placas foram lavadas com agua corrente

cuidadosamente. Posteriormente as colbnias foram quantificadas manualmente.
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2.3.7.2.2. Ensaio de crescimento de col6nias em suspensao de agarose
O potencial tumorigénico da linhagem parental e das linhagens transduzidas foi
também determinado indiretamente através do ensaio de crescimento de colénias em
suspensao de agarose. Este ensaio tem a finalidade de avaliar a capacidade das
células de formarem col6nias independente de ancoragem, a qual € uma marca
registrada do processo de tumorigénese [Borowicz et al., 2014]. Cada pogo de placas
de 24 pogos (16mm de diametro) foi preenchido com 450uL de solugdo semi-sélida
de agarose 0,6% e meio de cultura especifico para a linhagem. Sobre esta camada

semi-solida, foram plaqueados 100uL de meio de cultura contendo células isoladas

diluidas na concentracdo de 105 células/mL em meio de cultura, em triplicata.
Rapidamente, para evitar a adeséo das células, foram adicionados 500uL de solucéo
semi-soOlida de agarose 0,3% em meio de cultura especifico para a linhagem. Apos
21 dias do plaqueamento, as colénias foram fotografadas e quantificadas, no aumento
de 40x, utilizando-se o microscopio EVOS FL Fluorescence Cell Imagem System (Life
Technologies) e, posteriormente, fixadas adicionando-se 100uL de paraformaldeido
4%. Foram consideradas colbnias apenas aquelas que apresentaram diametro maior

do que 250um.

2.3.7.3. Ensaios de migracéo celular in vitro
O potencial migratério da linhagem parental e das linhagens transduzidas foi

analisado utilizando-se diferentes abordagens in vitro:

2.3.7.3.1. Ensaio de migragao celular por scratching (wound healing)
O potencial migratério da linhagem parental e das linhagens transduzidas foi
inicialmente determinado através do ensaio de migragao celular por scratching. Foram

plaqueadas 2x10° células/mL em cada pogo de placas de 24 pocos, em triplicata. No
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dia seguinte, apos atingirem a confluéncia, o meio de cultura foi aspirado e um risco
continuo (scratching) foi feito na placa com uma ponteira de 200uL. O pogo foi entéo
lavado uma vez com PBSA para a remogéao dos detritos celulares. Imagens do mesmo
campo de cada poco foram obtidas do microscépio EVOS FL Fluorescence Cell
Imagem System (Life Technologies) em aumento de 100x nos tempos de 0, 6 e 12
horas apos o scratching. As analises foram realizadas medindo-se a area do risco em
unidades arbitrarias (u.a) nas imagens utilizando-se o software Imaged (NIH, MD,

EUA) para calculo da taxa de migracéo.

2.3.7.3.2. Ensaio de migracao celular por Transwell™

O potencial migratério da linhagem parental e das linhagens transduzidas foi
também determinado através do ensaio de migragao celular em placas do tipo
Transwell™ (BD Bioscience). Foram plaqueadas 50x102 células na superficie superior
da membrana porosa do inserto (tamanho do poro: 8um), em 300uL de meio DMEM
0% SFB, e no pogo abaixo do inserto, adicionou-se 700 yL de meio DMEM 10% SFB,
o qual atua como quimioatraente para as células. As células foram mantidas por 16h-
18h a 37°C em atmosfera de 2% de CO?, seguidas por fixagdo em metanol gelado por
20 min e coradas com hematoxilina de Mayer por 20 min. As células que nao migraram
neste periodo foram removidas com o auxilio de hastes flexiveis de algodao. Apds a
secagem, as células aderidas a outra face do inserto foram contadas em microscopio
EVOS FL Fluorescence Cell Imagem System (Life Technologies) em aumento de
200x. Quatros campos representativos de cada um dos insertos foram considerados,

com duplicatas para cada tratamento.
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2.3.7.4. Ensaio de invaséo celular in vitro
A capacidade invasiva da linhagem parental e das linhagens transduzidas foi
também determinada através de ensaios de invasao in vitro em placas do Transwell™
(BD Bioscience), utilizando-se membrana basal reconstituivel (Matrigel™) como
substrato para invasdo. Foram plaqueadas 100x103 células na superficie superior da
membrana porosa do inserto (tamanho do poro: 8um), em 300uL de meio DMEM 0%
SFB, e no pogo abaixo do inserto, adicionou-se 700 yL de meio DMEM 10% SFB, o
qual atua como quimioatraente para as células. As células foram mantidas por 16h-
18h a 37°C em atmosfera de 2% de CO?, seguidas por fixagdo em metanol gelado por
20min e coradas com hematoxilina de Mayer por 20min. As células que ndo migraram
neste periodo foram removidas com o auxilio de hastes flexiveis de algodao. As
células capazes de degradar o Matrigel™ e migrar para a superficie oposta da
membrana porosa foram entdo fixadas, coradas e contadas em microscopio EVOS FL
Fluorescence Cell Imagem System (Life Technologies) em aumento de 200x. Quatros
campos representativos de cada um dos insertos foram considerados, com duplicatas

para cada tratamento.

2.3.7.5. Analise da expressao de genes envolvidos na malignidade tumoral

Para entender melhor os possiveis efeitos da superexpressao do CD74 nos
processos de angiogénese, migragéo e invasao celular, foi investigada a expressao
de diferentes genes relacionados a malignidade tumoral por qRT-PCR, conforme
descrito no item 2.3.2. Os seguintes genes foram utilizados na analise: 1) Gene XIAP
(anti-apoptotico); 2) Genes TGF-B, SPARC, CXCL12, SATB1, E-CAD, N-CAD
(associados aos processos de tumorigénese e transi¢cao epitélio-mesenquimal); 3)

Genes VEGF-A e COL3A1 (associados a angiogénese tumoral).
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Tabela 4: Sequéncia de primers utilizados na analise da expressao de genes envolvidos

na malignidade tumoral.

Gene Sequéncia dos Primers (5°— 3’)
XIAP F: GCCAGACTATGCCCATTTA

R: CCACCACAACAAAAGCATTG
TGF-B F: GGGACTATCCACCTGCAAGA

R: CCTCCTTGGCGTAGTAGTCG
SPARC F: GCAGCCCCTCAGCAAGAAG

R: CAGTCACCTCTGCCACAGTTTC
SATB1 F: TGCAAAGGTTGCAGCAACCAAAAGC

R: AACATGGATAATGTGGGGCGGCCT
CXCL12 F: TCAGCCTGAGCTACAGATGC

R: CTTTAGCTTCGGGTCAATGC
E-CAD F: CCACCACGGGCTTGGATT

R: GGAGGTGGTGAGAGAGACCT
N-CAD F: GGGAAATGGAAACTTGATGGCA

R: CAGTTGCTAAACTTCACTGAAAGGA
VEGF-A F: GAGGAGCAGTTACGGTCTGTG

R: TCCTTTCCTTAGCTGACACTTGT
COL3A1 F: TGATGGGATCCAATGAGGGAGA

R: GAGTCTCATGGCCTTGCGTGTTT

2.3.8. Analises Estatisticas

Para a analise da expressao relativa do mRNA nas linhagens celulares humanas
de cancer de mama e nas linhagens geradas utilizou-se o teste de variancia One-Way
ANOVA, seguido de teste de comparagdo multipla Dunnett. Para a analise das
variaveis quantitativas e das comparagdées multiplas, utilizou-se o teste de variancia
One-Way ANOVA, seguido de teste de comparagdo multipla Bonferroni. Todas as
anadlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism 5
(GraphPad, CA, EUA). Os dados sao apresentados como a média + SEM de trés

experimentos independentes, realizados em triplicata.
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2.4. RESULTADOS

2.4.1. Analise da expressdo do gene CD74 no modelo de progressao tumoral do
carcinoma mamario

Inicialmente, estabelecemos um painel de linhagens celulares humanas de
cancer de mama, as quais representam os seus diferentes subtipos e apresentam
diferentes graus de malignidade e de potencial metastatico. Ja foi relatado na
literatura, pelo nosso grupo de pesquisa, que a expressdo do CD74 esta
correlacionada com o grau de malignidade em linhagens humanas de mama [Lobba
et al, 2012]. Estes dados foram ampliados para outras linhagens celulares (MCF12A,
ZR-75-1 e SK-BR-3) e confirmados no presente trabalho.

A partir dos dados de qRT-PCR, foi observado um elevado nivel de expressao
relativa do CD714 na linhagem n&o-tumorigénica MCF10A, e um baixo nivel de
expressdo nas linhagens tumorigénicas triplo negativas MDA-MB-231 e Hs578T
(Figura 6), o que sugere um possivel papel supressor tumoral para esse marcador,

conforme descrito anteriormente por Lobba e colaboradores [2012].
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Figura 6: Analise da expressao do gene CD74 no painel de linhagens celulares humanas de
cancer de mama. O RNA total foi extraido conforme descrito em Materiais e Métodos e os niveis de
expressdo do CD174 foram analisados por qRT-PCR utilizando-se primers especificos. O grafico
representa a razao de fold change relativo a expressao na linhagem MCF10A + SEM. O gene endégeno
utilizado para normalizagéo foi o HPRT1. As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o teste
de variancia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparagao multipla Dunnett (*** P<0.0001).
Foram realizados trés experimentos independentes, em triplicatas.
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Baseado nestes resultados, resolvemos investigar o papel do gene CD74 na
progressao tumoral do cancer de mama triplo negativo. Para tanto, superexpressamos
0 gene codificador de proteina CD74 na linhagem triplo negativa Hs578T, a qual
apresenta elevado potencial tumorigénico e metastatico.
2.4.2. Construcao do vetor lentiviral pLV-EGFP/CD14 para ensaio de superexpressao
do gene CD14
Para amplificagcdo da regido codificadora do gene CD174, foi utilizado, como
molde, cDNA da linhagem celular ndo-tumorigénica de mama MCF10A e primers
especificos, desenhados conforme descrito em Materiais e Métodos. Através da

técnica de PCR, foi possivel amplificar os fragmentos de cDNA de 1.128pb do CD14

(Figura 7).
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Figura 7: Amplificagdo do cDNA de CD74 humano. Gel de agarose 0,8% para visualizagdo do
fragmento amplificado de CD14. M: Marcador de Peso Molecular.

A sequéncia codificadora do CD14 foi purificada do gel e subclonada em vetor
pPpGEM®-T Easy. Através da técnica de PCR, e apos a digestdo do plasmideo
pGEM/CD14 com enzimas de restricdo especificas, foi verificada a presenca do
inserto de interesse em dois clones bacterianos gerados. Os fragmentos obtidos

apresentaram o tamanho esperado, levando-se em conta que os primers para o vetor
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pGEM®-T Easy aumentam o tamanho do fragmento em cerca de 280pb (Figura 8A).
Ambos os clones, os quais apresentaram o gene de interesse, foram submetidos ao
sequenciamento e a analises de Bioinformatica, com o objetivo de confirmar a
integridade da sequéncia do gene CD14. Apos a confirmacgao, os fragmentos do CD 14
foram purificados do gel para a subclonagem nos respectivos sitios de restricdo do
vetor lentiviral pLV-EGFP visando a superexpressao deste gene. Através da técnica
de PCR, e apés a digestao do plasmideo pLV-EGFP/CD14 com enzimas de restricao
especificas (Xbal e Mlul), foi verificada a presenca do inserto de interesse em diversos

clones bacterianos gerados (Figura 8B).
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Figura 8: Digestao dos plasmideos recombinantes para confirmagado dos transfectantes. (A)
Digestdo do DNA plasmideal obtido de dois clones bacterianos pGEM/CD14. (B) Digestdo do DNA
plasmideal obtido de dois clones bacterianos pLV-eGFP/CD14. Os clones foram digeridos com as
enzimas Xbal e Mlul e, em seguida, visualizados em gel de agarose 1,2% para deteccao dos clones
transformantes contendo o gene de interesse. M: Marcador de peso molecular.

2.4.3. Geragao da linhagem celular Hs578T superexpressando o gene CD14

De posse de um dos clones contendo o plasmideo recombinante pLV-
eGFP/CD14, as particulas virais recombinantes foram geradas por meio de
transfecgdo da linhagem 293T, conforme descrito em Materiais e Métodos. Apds 48h
e através de microscopia de fluorescéncia, as células transfectadas foram analisadas

quanto a expressao do gene reporter eGFP. A presenca da fluorescéncia nas células
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indica que as particulas lentivirais foram geradas de forma eficiente (Figura 9). O meio
condicionado foi coletado conforme descrito em Materiais e Métodos, nos tempos de
24, 48 e 72h apds a transfecgédo. Os sobrenadantes de cada coleta foram unidos,
centrifugados a 20.000xg por 10 min a temperatura ambiente e, entao, utilizados no

processo de transducgao celular.

293T pLV-eGFP 293T pLV-eGFP/CD14

Células 48h apos a transfecgao

Figura 9: Células 293T transfectadas com as construgcdoes para producao de particulas
lentivirais. Os vetores pLV-eGFP e pLV-eGFP/CD14 e os outros vetores para geracao das particulas
lentivirais foram co-transfectados em células 293T. Apdés 48h de transfecgdo, as células foram
observadas ao microscopio de fluorescéncia utilizando-se microscopia de fluorescéncia a 509nm para
detecgao de células eGFP* indicando o sucesso da transfecgdo e geragédo das particulas lentivirais.
Micrografias obtidas utilizando-se o microscopio EVOS FL Cell Imaging Systems (Thermo Scientific),
no aumento de 200X. Barra: 200um.

Células da linhagem 293T foram transduzidas para realizar o calculo do titulo
das particulas lentivirais. Apds 48h, as células foram dissociadas e a porcentagem de
células eGFP positivas foi analisada por citometria de fluxo. Observou-se que cerca
de 3,8% e 3,3% das células transduzidas com o vetor controle pLV-eGFP e com o
vetor pLV-eGFP/CD14 eram eGFP positivas, respectivamente. Conforme descrito em
Materiais e Métodos, a partir destas porcentagens, foi realizado o calculo do titulo
lentiviral. Para transduzir a linhagem tumorigénica Hs578T (Hs WT) foi utilizado

multiplicidade de infecgdo (MOI) de 10 das particulas lentivirais contendo os vetores

pLV-eGFP e pLV-eGFP/CD14, visando, assim, obter uma linhagem controle e uma
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linhagem superexpressando o CD1714 (Figura 10). Apos a transdugdo, observou-se
aproximadamente 38,4% de células eGFP positivas na linhagem transduzida com o
vetor controle pLV-eGFP (Hs CTR) e cerca de 21,7% na linhagem transduzida com o
vetor pLV-eGFP/CD14 (Hs CD14+). Apesar do baixo rendimento, foi possivel
selecionar a subpopulagdo eGFP positiva dessas linhagens através da técnica de “cell

sorting” (Figura 11).

Hs578T WT Hs578T CTR Hs578T CD14+

Células 48h ap6s a transdugdo

Figura 10: Células Hs578T transduzidas com as construgdes lentivirais. Os vetores pLV-eGFP e
pLV-eGFP/CD14 foram transduzidos em células Hs578T. Apds 48h de transducgdo, as células foram
observadas ao microscopio de fluorescéncia utilizando-se microscopia de fluorescéncia a 509nm para
detecgao de células eGFP* indicando o sucesso da transdugdo. Micrografias obtidas utilizando-se o
microscopio EVOS FL Cell Imaging Systems (Thermo Scientific), no aumento de 100X. Barra: 400um.
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Figura 11: Separagao das células Hs578T fluorescentes transduzidas com as construgoes pLV-
eGFP (Hs CTR) e pLV-eGFP/CD14 (Hs CD14+) por citometria de fluxo. As células Hs578T foram
transduzidas utilizando-se MOI=10 das particulas lentivirais. Apds a transducao, as células foram
dissociadas e as células eGFP* foram isoladas do restante da populacao através de citometria de fluxo,
utilizando-se o FACSAria Il, de acordo com o gate da imagem. A compensacéao foi realizada antes de
cada experimento de maneira automatica no préprio programa do citbmetro FACSAria 1.
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2.4 4. Confirmacgédo da superexpressado do CD74 na linhagem Hs578T transduzida
O nivel de mRNA correspondente ao CD74 nas linhagens Hs578T transduzidas
foi confirmado através de gRT-PCR (Figura 12 A) e a expressao proteica foi

confirmada por Western Blot (Figura 12 B).
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Figura 12: Analise da expressao do gene CD174 nas linhagens geradas. A) Analise da expressao
do CD14, através de gqRT-PCR, nas linhagens Hs578T parental (Hs WT) e naquelas transduzidas com
o vetor vazio (pLV-eGFP - Hs CTR) e com o vetor de superexpressao do CD74 (pLV-eGFP/CD14 — Hs
CD14+). O gréfico representa a razéo de fold change relativo a expressao na linhagem Hs WT + SEM.
O gene endogeno utilizado para normalizagdo foi o HPRT1. As analises estatisticas foram feitas
utilizando-se o teste de variancia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparagao multipla
Dunnett (*** P<0.0002). Foram realizados trés experimentos independentes, em triplicatas. B) Analise
da expressdo de CD14 por Western-Blot nas linhagens Hs578T transduzidas com vetor vazio (pLV-
eGFP - Hs CTR) e com o vetor de superexpressao do CD14 (pLV-eGFP/CD14 — Hs CD14+). Os
extratos proteicos das células fluorescentes previamente selecionadas por cell sorting foram
fracionados em gel SDS-PAGE, transferidos para a membrana de nitrocelulose e incubados com o
anticorpo anti-CD14.

2.4.5. Caracterizagao das linhagens celulares geradas
2.4.5.1. Curva de crescimento celular

Para investigar a influéncia da proteina CD14 nas taxas de proliferagdo celular
foram realizados ensaios in vitro de curva de crescimento celular. Foram realizados
trés experimentos independentes, em triplicatas, com a linhagem parental Hs578T (Hs
WT), com a linhagem controle (Hs CTR) e com aquela transduzida com o vetor de

superexpressao do gene CD74 (Hs CD14+) (Figura 13). Conforme observado, n&o
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houve diferenga significativa de crescimento entre as linhagens, indicando que a
superexpressao do CD174 nao influencia na taxa de proliferagao celular.
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Figura 13: Analise da taxa de proliferacao de células Hs578T superexpressando o gene CD174.
O ensaio de curva de crescimento foi realizado inoculando-se 1x104 células em placas de 35mm de
diametro. Apods 1, 3, 5, 7, 9 e 11 dias de cultivo, estas células foram coletadas e contadas. Os dados
sdo apresentados como a média + SEM de trés experimentos independentes, realizados em
triplicata. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de variancia Two-Way
ANOVA, seguido de teste de comparagado multipla Bonferroni.

2.4.5.2. Ensaios de tumorigénese in vitro

Para investigar a influéncia da proteina CD14 no processo de tumorigénese, a
capacidade de formacgédo de colénias das células foi avaliada através de duas
abordagens in vitro: ensaio de crescimento de colénias em substrato sélido e em
suspensao de agarose. Foram realizados trés experimentos independentes, em
triplicatas, com a linhagem parental Hs578T (Hs WT), com a linhagem controle (Hs
CTR) e com aquela transduzida com o vetor de superexpressao do gene CD74 (Hs

CD14+).

2.4.5.2.1. Ensaio de crescimento de coldnias em substrato sélido
Para investigar a influéncia da proteina CD14 na tumorigénese, medida atraves
da capacidade de formagéo de colénias dependente de ancoragem, foram realizados

ensaios in vitro de crescimento de coldénias em substrato sélido (Figura 14). Pode-se
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observar que as linhagens Hs CTR e Hs CD14+ d&o origem a um numero maior de
coldnias quando comparadas com a linhagem parental, indicando que estas linhagens
apresentaram uma maior capacidade de formar col6nias. No entanto, nenhuma
diferencga significativa foi observada quando comparamos a linhagem Hs CD14+ com
a linhagem Hs CTR. Diante deste fato, ndo podemos afirmar se o aumento na

capacidade de formar colénias se deve a presencga do vetor ou da proteina CD14.
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Figura 14: Analise do potencial tumorigénico de células Hs578T superexpressando o gene CD74
através do ensaio de crescimento de colénias em substrato sélido. O niumero de colénias foi
quantificado manualmente ao final de cada experimento. Os dados sdo apresentados como a média
+ SEM de trés experimentos independentes, realizados em triplicata. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o teste de varidncia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparagao
multipla Bonferroni (***P<0,05).

2.4.5.2.2. Ensaio de crescimento de colénias em suspensao de agarose

Para investigar a influéncia da proteina CD14 na tumorigénese, medida através
da capacidade de formacao de colbénias independente de ancoragem das células,
foram realizados ensaios in vitro de crescimento de colbnias em suspensao de
agarose. Houve crescimento de col6nias nas trés linhagens analisadas (Figura 15 A
e 15 B), mas, diferentemente do esperado, a linhagem Hs CD14+ foi capaz de formar
um numero maior de colénias, em relagédo a linhagem Hs WT e Hs CTR, indicando
que a superexpressado do CD174 nestas células aumentou ainda mais o seu potencial

tumorigénico.
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Figura 15: Analise do potencial tumorigénico de células Hs578T superexpressando o gene CD74
através do ensaio de crescimento de coldnias em suspensao de agarose. A) Foto representativa
referente a cada linhagem celular ao final do experimento de 21 dias. B) Quantificagdo do numero total
de colbnias ao final do experimento. Foram consideradas colonias apenas aquelas que apresentaram
didmetro maior do que 250um. As colbnias foram fotografadas utilizando-se o microscépio EVOS FL
Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 40x. Barra: 2000um. Os dados s&o
apresentados como a média + SEM de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de variancia One-Way ANOVA,
seguido de teste de comparag¢ao multipla Bonferroni (***P<0,05).

2.4.5.3. Ensaios de migracao celular in vitro

Para investigar a influéncia da proteina CD14 no processo de migragao celular, a
capacidade migratoria destas células foi avaliada através de duas abordagens in vitro:
migragdo por scratching e por transwell. Foram realizados trés experimentos
independentes, em triplicatas, com a linhagem parental Hs578T (Hs WT), com a
linhagem controle (Hs CTR) e com aquela transduzida com o vetor de superexpressao

do gene CD14 (Hs CD14+).
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2.4.5.3.1 Ensaio de migragao celular por scratching (wound healing)
Nesta abordagem, pode-se observar que as células Hs CD14+ apresentam uma
capacidade migratéria significativamente menor, no tempo de 24 horas apdés o
scratching, quando comparada com a Hs WT e a Hs CTR, indicando uma possivel

interferéncia da proteina CD14 no processo de migracao celular (Figura 16).
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Figura 16: Analise da capacidade migratéria de células Hs578T superexpressando o gene CD74.
A) Fotos representativas referentes a cada linhagem celular ao final do experimento, nos tempos de Oh
e 24h. B) O grafico representa a quantificagao da fragao de area do risco preenchida pelas células 24h
apos o scratching. As células foram fotografadas utilizando-se o microscépio EVOS FL
Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 100x. Barra: 400um. Os dados séo
apresentados como a média + SEM de trés experimentos independentes, realizado em ftriplicata.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de variancia One-Way ANOVA,
seguido de teste de comparagao multipla Bonferroni (***P<0,0001).

2.4.5.3.2. Ensaio de migracao celular por Transwell™

Nesta abordagem, as células foram plaqueadas sobre insertos do tipo
Transwell™ em placas de 24 pogos e mantidas em cultura por 16h-18h, conforme
descrito em Materiais e Métodos. Corroborando o resultado obtido no ensaio de
migragdo por scratching, observou-se uma diminuigdo significativa do potencial

migratorio na linhagem Hs578T superexpressando o CD714 (Hs CD14+), quando
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comparada com a linhagem parental (Hs WT) e a linhagem controle (Hs CTR) (Figura
17). Baseado nos resultados de ambos os experimentos de migragéo celular in vitro,
conclui-se, portanto, que a superexpressdo do CD174 influencia o potencial migratorio

das células Hs578T.
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Figura 17: Analise do potencial migratério de células Hs578T superexpressando o gene CD174.
A) Fotos representativas referente a cada linhagem celular ao final do experimento, em campo de
contraste de fase e em DAPI. B) O grafico representa a quantificagdo do numero de células por campo
nas linhagens analisadas. As células foram fotografadas utilizando-se o microscépio EVOS FL
Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 200x. Barra: 200um. Os dados sao
apresentados como a média £ SEM de trés experimentos independentes, realizados em duplicata.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de variancia One-Way ANOVA,
seguido de teste de comparagao multipla Bonferroni (***P<0,0007).

2.4.5.4. Ensaio de invasao celular in vitro

Para investigar a influéncia da proteina CD14 no processo de invasao celular
foram realizados ensaios de invasao celular in vitro, conforme descrito em Materiais e
Métodos. Foi realizado um unico experimento independente, em duplicatas, com a
linhagem parental Hs578T (Hs WT), com a linhagem controle (Hs CTR) e com aquela

transduzida com o vetor de superexpressao do gene CD714 (Hs CD14+). Pode-se

observar que as células Hs CD14+ apresentam um potencial invasivo
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significativamente menor, quando comparada com a Hs WT e a Hs CTR (Figura 18).
Como apenas um unico experimento independente foi realizado, ndo podemos

concluir se, de fato, esta alteracao € devida a superexpressao do CD174 nestas células.
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Figura 18: Analise do potencial invasivo de células Hs578T superexpressando o gene CD74. A)
Fotos representativas referente a cada linhagem celular ao final do experimento, em campo de
contraste de fase e em DAPI. B) O grafico representa a quantificagdo do numero de células por campo
nas linhagens analisadas. As células foram fotografadas utilizando-se o microscépio EVOS FL
Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 200x. Barra: 200um. Os dados sé&o
apresentados como a média + SEM de um unico experimento independente, realizado em
duplicata.
2.4.5.5. Analise da expressao de genes envolvidos na malignidade tumoral

Para compreender os possiveis efeitos da superexpressdo do CD714 nos
processos de apoptose, angiogénese, migragcdo e invasao celular, investigamos a
expressédo de diferentes genes envolvidos na malignidade tumoral por qRT-PCR.
Foram analisados os seguintes genes: 1) Gene XIAP (anti-apoptético); 2) Genes TGF-
B, SPARC, CXCL12, SATB1, E-CAD, N-CAD (associados aos processos de

tumorigénese e transigdo epitélio-mesenquimal); 3) Genes VEGF-A e COL3A1

(associados a angiogénese tumoral). Como apenas um experimento independente foi
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realizado, os resultados do mesmo foram utilizados para nos dar uma visao inicial e
geral de possiveis marcadores/vias alterados com a superexpressdo do CD74 na
linhagem triplo negativa Hs578T.

Conforme observado na Figura 19, praticamente ndo houve alteragcdo da
expressdo, nas linhagens analisadas, do gene anti-apoptético XIAP, dos genes
associados aos processos de tumorigénese e transi¢ao epitélio-mesenquimal SPARC,
SATB1 e N-CAD, e por fim, do gene angiogénico VEGF-A. Para os genes associados
aos processos de tumorigénese e transicéo epitélio-mesenquimal TGF-B, CXCL12 e
E-CAD foi observado o aumento da expressao na linhagem superexpressando o gene
CD14 (Hs CD14+), quando comparado com as linhagens parental (Hs WT) e controle
(Hs CTR). Por fim, o gene angiogénico COL3A1 apresentou aumento da expresséo
na linhagem Hs CD14+, embora o aumento também tenha sido observado na

linhagem Hs CTR.
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Figura 19: Andlise da expressao de genes envolvidos na malignidade tumoral em células Hs578T
superexpressando o gene codificador de proteina CD14. (A) Anadlise da expressdo dos genes
LINC01133, XIAP, TGF-8, SPARC e CXCL12. B) Anadlise da expressao dos genes: SATB1, VEGF-A,
COL3A1, E-CAD e N-CAD. Os genes foram analisados por gqRT-PCR, nas linhagens Hs578T parental
(Hs WT) e naquelas transduzidas com o vetor vazio (Hs CTR) e com o vetor de superexpressao do
CD14 (Hs CD14+). O grafico representa a razao de fold change relativo a expressao na linhagem Hs
WT. O gene enddgeno utilizado para normalizagéo foi o HPRT1. Os dados apresentados sao referentes
a apenas um experimento independente realizado em triplicata.
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2.5. DISCUSSAO

Ocupando posi¢des de destaque, tanto na incidéncia quanto na mortalidade, o
cancer de mama é considerado um principais problemas de saude publica mundial.
Atualmente, é o tipo de cancer maior incidéncia no Mundo, além de ocupar a 5%
posicdo em relagdo ao numero de Obitos. Dentre os subtipos destes tumores
identificados, o cancer de mama triplo negativo (TNBC) é considerado um desafio para
a clinica, devido a sua heterogeneidade, as suas elevadas taxas de mortalidade e
recidiva, associadas a escassez de tratamento direcionados eficazes. Nos ultimos
anos, um grande esforgo tem sido feito para identificar novos biomarcadores e
terapias direcionadas, mas poucos deles se mostraram uteis em ensaios clinicos
[Cocco et al., 2020], fazendo com que a quimioterapia citotoxica continue sendo a
principal opgao de tratamento para a maior parte dos pacientes com TNBC. Em busca
de identificar e caracterizar novos marcadores proteicos que auxiliem na identificacéo
e no manejo das pacientes, neste trabalho, aplicou-se técnicas de Biologia Celular e
Molecular para analisar o potencial papel do marcador proteico de células-tronco
CD14 no desenvolvimento e na progressdo do cancer de mama triplo negativo
(TNBC).

Inicialmente, analisamos a expressao do gene codificador de proteina CD14,
frente a um painel de linhagens celulares humanas de cancer de mama que
apresentam diferentes graus de malignidade e potencial metastatico, sendo duas
linhagens nao-tumorigénicas (MCF12A e MCF10A), uma linhagem referente ao
subtipo molecular luminal A (MCF-7), uma linhagem referente ao subtipo molecular
luminal B (ZR-75-1), uma linhagem referente ao subtipo molecular HER2+ (SK-BR-3)
e duas linhagens referentes ao subtipo molecular basal-like/triplo negativo (MDA-MB-

231 e Hs578T). Corroborando os dados obtidos anteriormente por Lobba e
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colaboradores [2012], a expressdo do CD 14 mostrou-se elevada nas linhagens nao-
tumorigénicas MCF12A e MCF10A e baixa nas linhagens triplo negativas MDA-MB-
231 e Hs578T, sugerindo um potencial papel de supressor tumoral para este gene.

Esses resultados corroboram os dados descritos na literatura, com diversos
estudos tendo mostrado a expressao do CD74 em células do tecido mamario € no
leite materno. O primeiro relato da expresséo de CD174 foi em sua forma soluvel no
leite materno, em um trabalho que associou elevados niveis de sCD14 com o controle
da homeostase intestinal neonatal no primeiro encontro com um ambiente repleto de
microrganismos, tendo a sCD14 um papel importante na ativacéo induzida por LPS
das células CD14- da membrana, como as células epiteliais intestinais neonatais
[Labéta et al., 2000]. Posteriormente, foi descrito a presenga da sCD14, em conjunto
com a IL-12, no leite materno, sendo ambas importantes por promover o
desenvolvimento de linfécitos Th1, evitando a produgdo excessiva de IgE e,
consequentemente, quadros de inflamagao alérgica [Camporota et al., 2001].
Também ja foi descrito, em diversos trabalhos que a ligagdo de LPS a sCD14 leva a
ativacao de vias que contribuem para a protecao contra a mastite no tecido mamario
[Lee et al., 2003; Zheng et al., 2006; Wall et al., 2009]. Em outro trabalho, a mCD14,
em conjunto com LBP e STAT3, foi descrito por participar de uma cascata imune e na
resposta de fase aguda no processo de involugéo da glandula mamaria, em células
epiteliais luminais mamarias de camundongos [Stein et al., 2004]. A expressao do
gene CD14 no epitélio luminal mamario durante a involugao indica a aquisi¢ao de um
fendtipo fagocitico, o qual pode facilitar a remogao de células epiteliais apoptdticas
eliminadas na luz alveolar [Monks et al., 2008]. A proteina CD14 também ja foi
identificada, em diversos trabalhos, como um marcador de células progenitoras

luminais mamarias [Asselin-Labat et al., 2007; Asselin-Labat et al., 2011; Bach et al.,
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2017], as quais foram caracterizadas por Shehata e colaboradores, que mostraram a
expressao do gene CD14 em 86% das células progenitoras examinadas, confirmando,
assim, sua relevancia no tecido mamario (Shehata et al., 2012). A partir destes
resultados, CD14 pode ser considerado como um marcador promissor e seu papel
funcional durante a progressao do cancer de mama, especificamente o subtipo triplo
negativo (TNBC), dever ser melhor investigado.

Para tentar descobrir o potencial papel da proteina CD14 no modelo celular de
cancer de mama triplo negativo, linhagens celulares derivadas a partir da mama
humana superexpressando esta proteina foram geradas. Para tanto, utilizamos o
sistema lentiviral de superexpressao em células de mamifero pLV-eGFP e a linhagem
celular humana de cancer de mama triplo negativo Hs578T. A superexpressao do
CD14 foi confirmada com éxito, tanto ao nivel de mRNA quanto de proteina. O éxito
na superexpressao de genes utilizando este sistema lentiviral ja foi relatada em outros
trabalhos do nosso grupo. Trombetta-Lima e colaboradores utilizaram este sistema de
superexpressao para caracterizar variantes de splicing do gene supressor tumoral
RECK em linhagens celulares humanas de astrocitoma [Trombetta-Lima et al., 2015].
Lobba e colaboradores também utilizaram este sistema para caracterizar o marcador
proteico de células-tronco CD90 em linhagens celulares humanas de cancer de mama
[Lobba et al., 2018].

O primeiro resultado de caracterizagdo funcional mostrou que a
superexpressao do CD74 nao alterou a taxa de proliferagdo das células indicando que
a proteina nao influencia neste processo. Estes resultados estdo de acordo com os
resultados da literatura, pois até o momento ndo foi descrito o envolvimento da
proteina CD14 neste processo no carcinoma mamario. No entanto, ja foi relatado na

literatura que a ativagdo do CD14 em células de cancer de bexiga foi responsavel por
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orquestrar a inflamagéo promotora de tumor e conduzir a proliferagéao celular, através
da inducgéo da sinalizagdo das proteinas adaptadoras MyD88 (proteina de resposta
primaria de diferenciagdo mieldide 88) e TRIF (proteina adaptadora contendo dominio
TIR indutora de interferon ) [Cheah et al., 2015]. Essas proteinas adaptadoras iniciam
um processo de transdugao de sinal para o nucleo ativando as vias NF-kB e MAPK,
responsaveis por estimular a transcri¢cao de fatores pro-inflamatérios, como a IL-6, IL-
8, IL-1B e TNF-a [Granucci & Zanoni, 2015].

Outro parametro analisado neste trabalho foi o papel do CD714 na
tumorigénese. Inicialmente, analisamos a capacidade de formagao de coldnias
dependente de ancoragem, visto através do ensaio clonogénico, no qual observou-se
um pequeno aumento no numero de colénias nas linhagens controle (Hs CTR) e
superexpressando o CD14 (Hs CD14+) quando comparadas com a linhagem parental
(Hs WT). Diante disto, o aumento da capacidade de formar col6nias nestas linhagens
estaria hipoteticamente relacionado ao vetor e ndo a superexpressao da proteina
CD14. Uma possivel hipotese que poderia explicar este resultado é a insergao das
sequéncias vetoriais em regides gendmicas destas células responsaveis por regular
o processo de formagao de colbnias dependentes de ancoragem.

Uma outra caracteristica analisada, foi a capacidade de formacao de colbnias
independente de ancoragem, através do ensaio de crescimento em suspenséo de
agarose. Considerado uma marca registrada do processo de tumorigénese, o
crescimento independente de ancoragem avalia a capacidade das células
transformadas de crescerem independentemente de uma superficie sélida. O ensaio
de crescimento em suspensdo de agarose € uma das técnicas mais amplamente
utilizadas para avaliar a tumorigénese in vitro [Borowicz et al., 2014]. Nossos

resultados, indicaram um aumento consideravel no numero de coldnias na linhagem
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Hs CD14+ quando comparada com as linhagens Hs WT e Hs CTR, sugerindo um
aumento do potencial tumorigénico nestas células. As vias que levam ao aumento do
potencial tumorigénico destas células ainda precisam ser desvendadas, mas a uniao
de algumas hipdteses podem ser levantadas para justifica-lo. O envolvimento do
CD14 na capacidade de formacgao de colbnias independente de ancoragem ja foi
descrito por Pal e colaboradores, os quais mostraram que células progenitoras
luminais CD14+/CD55+ apresentam uma maior capacidade de formacao de col6nias
independentes de ancoragem quando comparadas com progenitoras luminais CD14-
/CD55+ [Pal et al., 2017], sendo esta uma das hipoteses que podem justificar o
aumento do potencial tumorigénico observado na linhagem Hs CD14+.

A segunda hipotese baseia-se no eixo de sinalizagdo envolvendo TLR2/4/6-
MyD88-IRAK1 dependente de CD14. Receptores toll-like (TLR) sdo membros de uma
familia de receptores de reconhecimento padrao (PRRs) responsaveis por reconhecer
padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPs), como o lipopolissacarideo
bacteriano (LPS), ou padrées moleculares associados ao dano (DAMPs), como alguns
proteoglicanos presentes na matriz extracelular (por exemplo, biglican, versican e
decorin) [Takeda & Akira, 2005]. Tanto os PAMPs quanto os DAMPs necessitam do
co-receptor CD14 para ativagdo da sinalizagdo mediada por TLR2/4/6. A proteina
CD14 atua por meio da transferéncia de moléculas de LPS ou pelo sequestro de
DAMPs presentes na matriz extracelular, apresentando-os para os TLRs e ativando
as cascatas de sinalizacgdo. A ativagao do eixo de sinalizagao TLR2/4/6-MyD88-IRAK1
por estas moléculas leva a ativacdo das vias NF-kB e MAPK, responsaveis por
estimular a transcricao de fatores pro-inflamatérios, como IL-18, IL-6, IL-8, IL-17, TNF-
a e a catelicidina humana (hCAP)18/LL-37. Estes fatores s&o responsaveis pela

inibicdo da apoptose e pela instalacdo da inflamagdo cronica, levando ao
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desenvolvimento tumoral [Roedig et al., 2020]. Altos niveis de expressdo de DAMPs
(biglican e versican) [Ricciardelli et al., 2002; Skandalis et al., 2011; Zhao et al., 2020],
de IRAK1 [Scheeran et al., 2014], de citocinas inflamatodrias e catelicidina humana
(hCAP)18/LL-37 [Heilborn et al., 2005] tem sido descritos em diversos tipos de cancer,
entre os quais o cancer de mama triplo negativo, e estdo associados a indugéo da
inflamacao tumoral e, consequentemente, ao aumento do potencial tumorigénico.
Scheeran e colaboradores mostraram que a sinalizagdo do TLR impulsiona o
crescimento tumoral, in vitro, em linhagens triplo negativas de cancer de mama (MDA-
MB-231 e MDA-MB-468). Além disto, o bloqueio da sinalizagdo do TLR em tumores
triplo negativos in vivo inibiu o crescimento tumoral, demonstrando que a via é utilizada
por tumores in vivo [Scheeran et al., 2014]. Diante disto, a superexpressao do CD174
na linhagem triplo negativa Hs578T pode ter levado ao aumento do sequestro de
DAMPs presentes na matrix extracelular, ativando, ainda mais, a sinalizagao dos TLRs
e levando ao aumento do potencial tumorigénico observado nestas células.

Outro fator que pode contribuir para o aumento do potencial tumorigénico
observado na linhagem Hs CD14+ é o aumento da expressao dos marcadores de
malignidade TGF- e CXCL12, classicamente descritos por promover o crescimento
primario de diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de mama [Muraoka et al.,
2003; Luker et al., 2012; Wu et al., 2015]. O papel do TGF-3 na progresséo do TNBC
€ pouco conhecido e os dados disponiveis na literatura sao controversos. Alguns
estudos mostram que a expresséo elevada do TGF-§3 esta associado com alto grau
histolégico e reducao da taxa de sobrevida livre da doencga [Ding et al., 2016; Zhang
et al., 2017]. Outros estudos mostram que a auséncia ou baixos niveis de expressao
estdo associados com o alto grau histolégico destes tumores [Cheung et al., 2015].

Além disto, um outro estudo relatou que nao existe correlagao dos niveis de expressao
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do TGF-B com a progressdo dos TNBC [Hachim et al., 2016]. No entato, alguns
estudos tem sugerido que o TLR4 pode diretamente aumentar a sinalizagédo do TGF-
B em casos de fibrose [Seki ef al., 2007; Bhattacharyya et al., 2013]. Desta forma, um
estudo mais aprofundado das vias de atuacdo do TGF-B neste subtipo tumoral é
importante para compreender de forma precisa o seu papel.

O aumento da capacidade de formagdo de colbnias independente de
ancoragem, observado na linhagem Hs CD14+ pode também estar relacionado com
a reducao da capacidade de migragao e invasédo observada nestas células. Observou-
se uma reducgao significativa na capacidade de migragéao, visto através dos ensaios
de scratching e transwell, e invasdo (embora apenas um unico experimento
independente tenha sido realizado) destas células. Hipoteticamente, o aumento do
potencial tumorigénico poderia ser um mecanismo compensatorio para a significativa
reducao do potencial metastatico observado.

Migracéo e invaséo s&o caracteristicas relacionadas ao processo de transi¢ao
epitélio-mesenquimal (EMT), o qual € de extrema importéncia para a ocorréncia de
metastases. A EMT é um processo no qual células epiteliais normalmente polarizadas
sofrem modificagdes morfologicas, bioquimicas e moleculares resultando na aquisicéo
de um fendtipo de células mesenquimais, exibindo, assim, uma maior capacidade de
migracgédo, invasao e resisténcia a apoptose. Uma classe importante de moléculas que
regulam este processo € a superfamilia das integrinas, glicoproteinas de membrana,
que sao importantes por regular a integragdo dos meios intra e extracelulares. Dentre
as integrinas, os membros da familia das caderinas sdo importantes na formagao das
juncdes aderentes responsaveis pela adesao célula-célula. A alteragao da expresséo
das caderinas, tais como a E-caderina e N-caderina, € um fenbmeno amplamente

descrito durante a progresséao tumoral [Boyer et al., 2000].
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Em nosso trabalho, ndo se observou mudancga no nivel de expressao de N-
caderina, mas observou-se um expressivo aumento na expressao da E-caderina na
linhagem HsCD14+. A E-caderina € uma proteina descrita por ser supressora tumoral
e a perda ou baixos niveis de sua expressao, em células tumorais, esta associado ao
processo de transicdo epitelial-mensenquimal e, consequentemente, & progressao
das metastases [Nieto, 2011; Huang et al., 2012]. Niveis reduzidos de E-caderina
foram observados em 238 de 574 casos de cancer de mama, sendo significativamente
frequente em TNBC quando comparado com os outros subtipos moleculares
[Kashiwagi et al., 2010; Liu et al., 2017]. A linhagem celular Hs578T apresenta um
elevado potencial tumorigénico e metastatico caracteristico dos TNBC. Diante disto, o
aumento da expressao de E-caderina na linhagem HsCD14+ justifica a redugdo do
potencial migratério e invasivo observado na mesma. Além disto, ja foi descrito na
literatura que a estimulagdo do TLR2 aumenta fortemente a expressao de E-caderina
em camundongos CD14-/-e WT, sendo assim, um dos possiveis fatores que levaram
ao aumento da expressao de E-caderina na linhagem HsCD14+ [Basic et al., 2018].
Diante disto, pela primeira vez, o marcador proteico de células-tronco CD14 foi
caracterizado funcionalmente, no presente, como uma importante molécula envolvida
no desenvolvimento do cancer de mama triplo negativo. Mecanismos hipotéticos de
possiveis vias de atuagao deste marcador foram correlacionados com caracteristicas
importantes na progressao tumoral, os quais necessitam ser aprofundados no intuito
de fornecer informagdes detalhadas sobre as bases bioldgicas deste subtipo tumoral,
além de contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
direcionadas (Figura 20). Os dados descritos aqui sugerem que a proteina CD14
possui um papel importante no controle do potencial tumorigénico e metastatico na

linhagem celular triplo negativa Hs578T. Além disto, descrevemos o importante papel
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da via de sinalizagao TLR2/4/6-MyD88-IRAK1 ativada pelo CD14 no TNBC, tornando-
a um importante alvo para o desenvolvimento de novas drogas direcionadas que
tratem os pacientes deste subtipo tumoral. A possivel combinagdo de estratégicas
terapéuticas que combinem a superexpressdo do gene CD1714 e a inibigdo de
moléculas importantes a jusante na via de sinalizagdo dos TLRs, tais como MyD88 e

IRAK1, poderia ser efetiva e levar a diminuigdo da malignidade do TNBC.
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Figura 20: Mecanismos hipotéticos ativados devido a superexpressio do gene CD74 na
linhagem triplo negativa Hs578T. A superexrpressdo do gene CD174 leva ao aumento da expressao
da proteina CD14, tanto na sua forma ancorada a membrana quanto na sua forma soluvel. O aumento
da quantidade da proteina CD14 leva ao aumento do sequestro de DAMPs presentes na matriz
extracelular e, assim, @ uma ativacdo excessiva da via de sinalizagdo TLR2/4/6-MyD88-IRAK. A
ativacdo desta via é responsavel por aumentar, ainda mais, a produgéo de citocinas pro-inflamatérias
e, com isto, promover o aumento do potencial tumorigénico observado nestas células. O leve aumento
da expressao de TGF-B, CXCL12 e COL3A1 pode também contribuir para o aumento do potencial
tumorigénico. Por fim, a ativagdo excessiva do TLR2 leva ao aumento da expressao de E-caderina e,
consequentemente, a redugao do potencial migratorio e invasivo observados nas células.



99

2.6. CONCLUSAO
No presente trabalho, foi possivel superexpressar o gene codificador de
proteina CD14 na linhagem Hs578T, caracteriza-lo funcionalmente e descobrir sua
relagdo com a malignidade do cancer de mama triplo negativo. De acordo com os
dados obtidos, foi observado que o gene CD174 apresenta baixa expressado na
linhagem celular Hs578T, exibindo um importante papel na regulagdo de processos
relacionados com a progressao tumoral, tais como o potencial tumorigénico e
metastatico. Portanto, demonstramos que a superexpressdao do CD174 reduziu a
migracao e invasao celular, mas, em contrapartida, aumentou a capacidade de
formacao de col6nias independente de ancoragem desta linhagem. Diante disto,
sugerimos que o nivel basal de expressdo do CD174 naturalmente observado na
linhagem Hs578T pode contribuir para o desenvolvimento primario do tumor, atuando
como um oncogene. Juntos, nossos dados também sugerem um papel importante da
via de sinalizacdo CD14-TLR2/4/6-MyD88-IRAK1 na progressao do TNBC, tornando-
a um potencial alvo terapéutico para o tratamento deste subtipo tumoral. Por fim, os
dados obtidos em nosso estudo contribuem para o enriquecimento de informacdes
relacionadas a Biologia do cancer de mama triplo negativo, auxiliando, desta forma,

no desenvolvimento de potenciais protocolos clinicos e terapéuticos.
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2.7. PROXIMOS PASSOS
Os proximos passos abaixo sdo importantes para complementagcédo dos
resultados obtidos neste trabalho:

e Finalizar os experimentos de invasao celular in vitro;

e Realizar reagdes de imunofluorescéncia no intuito de identificar possiveis

alteragdes morfoldgicas nas células Hs578T superexpressando o gene CD174.

e Realizar ensaios de tumorigénese in vivo utilizando as células Hs578T
superexpressando o gene CD174, avaliando parametros histopatolégicos nos

possiveis tumores gerados.

e Caracterizar, por Western-Blot e RNA-Seq, o mecanismo de acdo do CD14 na

progressao tumoral do cancer de mama triplo negativo.

e Caracterizar funcionalmente o CD74 na linhagem n&o tumorigénica MCF10A

através do nocauteamento génico utilizando o sistema lentiviral CRISPR/Cas9.

e Realizar experimentos de inibicado de alvos moleculares importantes da via de

sinalizacdo dos TLRs nas células Hs578T superexpressando o CD174.

e Analisar a expressao do CD74 em amostras de pacientes normais e portadoras

do céancer de mama triplo negativo.
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3. CAPITULO I

Identificagao e caracterizagao funcional (superexpressao indutivel e
nocauteamento) do gene nao codificador de proteina LINC01133 em linhagens

celulares humanas de cancer de mama triplo negativo
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3.1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, embora estudos genéticos tenham evoluido
consideravelmente, o papel funcional dos RNAs permaneceu focado, por muito tempo,
exclusivamente, na produgdo de proteinas [Gingeras, 2007]. Acreditava-se que o
transcriptoma dos eucariotos era composto por RNAs mensageiros (MRNAs), RNAs
transportadores (tRNAs), RNAs ribossomais (rRNAs), e pequenos RNAs nucleares
(small nuclear RNAs, snRNA; small nucleolar RNAs, snoRNA), os quais exercem
fungdes estruturais e cataliticas importantes, seja no processamento do mRNA ou na
tradugdo das proteinas. Uma das maiores surpresas da Biologia moderna foi a
descoberta de que 0 genoma humano possui apenas ~20,000 genes codificadores de
proteina, representando menos do que 2% das sequéncias genémicas totais [Ponting
& Belgard, 2010]. Com o advento de tecnologias de sequenciamento do genoma e do
transcriptoma, foi estimado que pelo menos 90% do genoma € ativamente transcrito
em RNAs [Costa, 2010]. Com isso, foi descoberto que o transcriptoma humano era
bem mais complexo do que uma coleg¢ao de genes codificadores de proteinas e suas
variantes de splicing, incluindo, também, uma parcela expressiva de RNAs néao
codificadores de proteinas (hcRNAs), os quais podem desempenhar papéis bioldgicos
importantes no desenvolvimento celular e no metabolismo [Wilusz et al., 2009; Ponting
et al., 2009; Mercer et al., 2009].

Os ncRNAs sao divididos em duas grandes classes, baseadas no tamanho do
transcrito: ncRNAs curtos e ncRNAs longos (IncRNAs). NcRNAs curtos possuem
menos do que 200nt de comprimento e incluem os bens documentados microRNAs
(miRNAS), os pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs), os RNAs que interagem com
PIWI (piRNAs), os RNAs iniciadores da transcricdo (tiRNAs), entre outros. LncRNAs

sao transcritos semelhantes a mRNAs que apresentam comprimentos maiores do que
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200 nucleotideos, com a maioria variando de 1.000 a 10.000 nucleotideos, e ndo sé&o
traduzidos [Novikova et al., 2013]. Eles s&o transcritos, principalmente, pela RNA
polimerase Il, frequentemente s&o poliadenilados, passam por splicing de éxons
(indicando que é necessario processamento pds-transcricdo para formar transcritos
maduros) e os loci gendmicos de muitos deles apresentam marcas de cromatina,
consistentes com aquelas de genes transcritos, em seus promotores e nos corpos de
genes, como H3K9ac, H3K4me3 e H3K36me3 [Hansji et al., 2014]. Além disso, podem
gerar estruturas secundarias tridimensionais, permitindo-lhe desempenhar papéis
duplos semelhantes a RNAs e a proteinas. Diferentemente dos mRNAs, os IncRNAs
sdo predominantemente localizados no nucleo, exibindo baixos niveis de expresséao,
além desta ser tecido-especifica [Cabili et al., 2011; Wang & Chang, 2011; Rutenberg-
Schoenberg et al., 2016]. Estima-se que o numero total de IncRNAs é de
aproximadamente 120.000, considerando diferentes espécies [Necsulea et al., 2014].
Algumas classificagdes vém sendo adotadas para classificar este grupo de
RNAs. A classificacdo mais amplamente utilizada baseia-se na sua localizacao
genbmica, especificamente na posicdo do cromossomo onde ele é transcrito em
relacdo aos genes codificadores de proteinas vizinhos, classificando-os em sete
categorias. Os LncRNAs intergénicos (lincRNAs) estdo localizados entre dois genes
codificadores de proteinas. LncRNAs intronicos estao localizados dentro de introns de
genes codificadores de proteinas. LncRNAs bidirecionais estao localizados dentro de
1 kb de promotores na diregao oposta em relacido ao transcrito que codifica a proteina.
LncRNAs senso sédo transcritos a partir da fita senso de genes codificadores de
proteinas, podendo sobrepor-se a um ou varios introns e éxons. LncRNAs antisenso
sdo transcritos a partir da fita antisenso de genes codificadores de proteinas, podendo

sobrepor-se a um ou varios introns e éxons da sequéncia senso. Os LncRNAs
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Enhancers (EIncRNAs) sdo geralmente menores do que 2 kb, sendo transcritos a
partir de regides de enhancers do genoma. Por fim, os LncRNAs associados a
promotores sao transcritos a partir de regidées promotoras de genes codificadores de
proteina (Figura 21) [Devaux et al., 2015; Hauptman & Glavac, 2016]. Os IncRNAS
também podem ser classificados, com base no efeito exercido sobre as sequéncias
de DNA, em IncRNAs de acao cis (cis-IncRNAs) e de acgéo trans (trans-IncRNAs),
como, também, com base no seu mecanismo de fungdo, em: reguladores
transcricionais, reguladores pds-transcricionais e outros mecanismos de fungdes [Ma

et al., 2013; Wang & Chang, 2011].
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Figura 21: Classificagdo mais amplamente utilizada dos RNAs longos nédo codificadores
(IncRNAs). Esta classificagédo é baseada na localizagdo gendmica da transcricdo dos IncRNAs, levando
em consideragao os genes codificadores de proteinas vizinhos [adaptado de Hauptman & Glavag,
2016].

Por apresentarem caracteristicas bastante especificas, esse grupo de ncRNAs
exibem papéis como moléculas funcionais, regulando a expressé&o génica em varios
niveis, seja na transcrigdo, na tradugédo ou na pos-tradugédo. Os INcRNAs exercem
suas fungbes por meio de varios mecanismos, tais como mediando interagdes
intercromossOmicas, servindo como iscas para fatores de transcricdo (impedindo sua

ligacao a sequéncias de DNA alvo), agindo como esponjas de microRNAs enddgenos

(impedindo sua ligagdo a mRNAs alvos), interagindo com mRNAs (modulando o
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splicing, inibindo a tradug¢do ou levando a sua degradagao), interagindo com proteinas
dos complexos ribonucleoproteicos, recrutando enzimas modificadoras da cromatina
que modulam componentes epigenéticos, entre outros (Figura 22) [Hu et al., 2012].
Devido a isto, qualquer alteragdo nos niveis de expressdo destas moléculas pode
levar ao desenvolvimento de varias doencgas, incluindo o céancer [Djebali et al., 2012;

Spizzo et al., 2012; Huang et al., 2016; Mitobe et al., 2018].
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Figura 22: RNAs longos nado codificadores de proteinas sdo considerados importantes
reguladores da expressao génica. Os IncRNAs podem atuar por meio de diversos mecanismos: 1)
servindo como iscas para fatores de transcricdo; 2) interagindo com proteinas reguladoras dos
complexos ribonucleoproteicos; 3) agindo como esponjas de microRNAs; 4) recrutando enzimas
modificadoras da cromatina; 5) interagindo com mRNAs inibindo sua tradugdo; 6) interagindo com
mRNAs modulando o splicing; e 7) interagindo com mRNAs levando a sua degradagéo [adaptado de
Hu et al., 2012]. E: éxon; FT: fatores de transcrigado; P: proteinas; EMC: enzimas modificadoras da
cromatina.

Diferentes IncRNAs foram descritos como sendo diferencialmente expressos
na carcinogénese, com sua superexpressao ou nocauteamento podendo resultar em
respostas fenotipicas alteradas relacionadas a transformagcdo maligna, como
mudangas no ciclo celular, na apoptose, no reparo do DNA, na proliferagéo, na
angiogénese, na migragao e na invasao [Su et al., 2015]. Da mesma forma que os

genes codificadores de proteinas, esses INCRNAs podem ser classificados como



106
oncogenes ou supressores tumorais, abrindo oportunidades para sua aplicagdo como
biomarcadores, seja para o diagndstico, progndstico ou como possiveis alvos
terapéuticos [Yarmishyn & Kurochkin, 2015].

Com o advento e aperfeicoamento das mais diversas técnicas da Biologia
Molecular, cresce o numero de exemplos de IncRNAs envolvidos no cancer, alguns
dos quais foram identificados no cancer de mama triplo negativo (TNBC). Em relagéo
aos IncRNAs oncogénicos identificados neste subtipo de cancer de mama, pode-se
citar como exemplos o HOTAIR, MALAT1, ARNILA, H19, TROJAN, LINC00339,
MEG3, NRAD, DANCR, entre outros [Wang et al., 2017; Volavat et al., 2020; Zhang
et al., 2021]. HOTAIR é um dos IncRNAs reguladores mais estudados, tendo sido
descrito por induzir a migragao e a invasao de linhagens celulares de TNBC, atuando
como importante marcador de metastase. Pacientes com elevada expressdo do
HOTAIR tendem a ter baixas taxas de sobrevivéncia. A deteccido deste INcCRNA em
amostras de sangue de paciente com TNBC pode fornecer informagdes progndsticas
e facilitar monitoramento da resposta ao tratamento [Gupta et al., 2010; Wu et al.,
2014]. MALAT1 também é bastante estudado, tendo sido identificado com elevada
expressdao em TNBC, induzindo a proliferagdo e migragao e inibindo a apoptose, in
vitro, e induzindo o crescimento e metastase, in vivo [Jin et al., 2016]. Estudos
recentes também indicaram que MALAT1 desempenha papéis cruciais na progressao
do tumor em varios subtipos de cancer de mama [Jadaliha et al., 2016]. O IncRNA
ARNILA foi descrito por desempenhar um papel fundamental na invaséo e metastase
de TNBC. Ligando-se competitivamente ao miR-204, o qual normalmente inibe a
expressao de SOX4, ele pode promover a transigao epitélio-mesenquimal (EMT). Sua

elevada expressdo sequestra o miR-204, liberando SOX4 e induzindo a EMT e,
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consequentemente, a metastase. Além disso, foi observado que o silenciamento de
ARNILA inibe a invaséo, migragcdo e metastase [Yang ef al., 2018].

Em contraste, INcRNAs supressores tumorais também foram identificados por
desempenhar papéis importantes na progressdo do TNBC, como, por exemplo, o
GASS5, SONE, XIST, RMST, ZFAS1, entre outros [Hans;ji et al., 2014; Zhang et al.,
2021]. GAS5 é um importante regulador do ciclo celular e apresenta baixa expressao
em amostras de cancer de mama. Foi observado que sua superexpressdo €&
responsavel por inibir a proliferagdo celular e invasdao e promover a apoptose em
linhagens celulares de TNBC [Mourtada-Maarabouni et al., 2009; Li et al., 2018]. Além
disto, foi descrito que os niveis de expressao deste INcCRNA em pacientes com TNBC
estda associado a resisténcia tumoral a varios medicamentos quimioterapicos,
incluindo adriamicina, paclitaxel e cisplatina, podendo, portanto, ser um potencial
biomarcador para monitoramento do prognostico de pacientes com TNBC [Li et al.,
2019]. O IncRNA SONE é responsavel por inibir a proliferagdo e a migracdo em
linhagens celulares de TNBC, sendo regulado positivamente por TP53 e
negativamente por c-MYC. Ele é importante na indugdo de diversos miRNAs
supressores tumorais, incluindo miR-34a, miR-15, miR-16 e let-7a [Youness et al.,
2019]. Diante desse cenario, a busca e caracterizagédo funcional de novos IncRNAs
que possam estar relacionados a progressao do cancer de mama triplo negativo, é de
extrema importancia, tanto na clinica médica, para o diagnostico correto e avaliagéo
do prognodstico, quanto para a eleigdo de uma possivel estratégia terapéutica,

justificando o desenvolvimento do presente trabalho.
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3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste capitulo é caracterizar funcionalmente o gene nao

codificador de proteina LINC01133, em linhagens celulares humanas de cancer de

mama triplo negativo, no intuito de esclarecer o papel de seu respectivo produto

génico na progressao do fendtipo tumoral, contribuindo, desta forma, para o futuro

desenvolvimento de potenciais protocolos clinicos e terapéuticos relacionados ao

cancer de mama triplo negativo.

3.2.2. Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Identificar, utilizando abordagem in silico, possiveis novos RNAs longos nao
codificadores (IncRNAs) associados ao cancer de mama triplo negativo;
Analisar a expressdo de 10 IncRNAs selecionados, em nosso painel de
linhagens celulares humanas de cancer de mama, por qRT-PCR;

Selecionar um dos IncRNAs analisados, o qual se apresentou diferencialmente
expresso entre as linhagens utilizadas;

Analisar a func&o do gene ndo codificador do INcCRNAs selecionado através da
superexpressao, via sistema lentiviral indutivel, na linhagem nao-tumorigénica
MCF10A e do nocauteamento, via sistema CRISPR/Cas9, na linhagem de
cancer de mama triplo negativo Hs578T;

Caracterizar as linhagens celulares geradas, in vitro, quanto a proliferacao, ao
crescimento de colbnias dependente/independente de ancoragem e ao
potencial migratorio e invasivo;

Analisar, nas linhagens celulares geradas, possiveis alteragbes morfolégicas

através de reagdes de imunofluorescéncia;
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g) Analisar, nas linhagens celulares geradas, a expressdo de genes envolvidos

na malignidade tumoral;
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3.3. MATERIAIS E METODOS

3.3.1. Linhagens Celulares e Condigdes de Cultivo

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.1).

3.3.2. Identificagao in silico de IncRNAs associados ao cancer de mama
Baseado em dados de artigos publicados na literatura cientifica e com auxilio

do website UCSC Genome Browser [https://genome.ucsc.edu/], cerca de dez IncRNAs

foram selecionados para posterior analise de expressao génica no painel de linhagens
de mama citado no topico anterior. Foram estabelecidos critérios para a escolha
destes dez alvos: na literatura eles devem possuir associagcdo com qualquer tipo de
tumor sdlido; podem ser oncogénicos ou supressores tumorais; devem ser
classificados como RNAs longos n&o codificadores intergénicos, facilitando a
realizagcao do CRISPR/Cas9; e por fim, devem apresentar comprimento menor do que
3.5 kb.

3.3.3. Ensaio de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

3.3.3.1. Extracao do RNA total

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.2.1).

3.3.3.2. Desenho dos primers

Os primers utilizados para amplificacdo dos genes nos experimentos de gRT-
PCR foram desenhados com o auxilio do programa computacional Primers Express
3.0 (Thermo Scientific) (Tabela 5). Para se obter um bom desempenho nas reagdes
de qRT-PCR, eles foram desenhados com as seguintes caracteristicas: amplificagdo
de fragmentos de 90 a 150pb, conteudo de CG préximos entre os primers foward e
reverse (entre 30 e 80%), incapacidade de formacdo de dimeros ou de estruturas

secundarias e apresentar temperatura de anelamento acima de 60°C. Além disso, a
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fim de evitar uma eventual coamplificagcdo de DNA gendmico contaminante, a maior
parte dos pares de primers foram desenhados em éxons diferentes do gene.

Tabela 5: Sequéncia de primers utilizados nos ensaios de qRT-PCR.

Genes Sequéncia dos Primers (5’— 3’)
BANCR F: AGCTGACAGGGTCCATCCA

R: GAGCAGCAGCCAGAGATCA
CCAT1 F: GAAAGGTGCCGAGACATGAA

R: GGAGAAAACGCTTAGCCATACA
CYTOR F: AGCCTCCATCCACATTCCA

R: GGGGCTGAGTCGTGATTTT
FOXCUT F: CGGATTGTTAATGCAAGACGA

R: GGAATGCGGGAAGTGAATCT
GHET1 F: CAACAAGGATCGGGCTGTT

R: CCCTTGCCTGCACCTTTAC
HOTAIRM1 F: ACATCGCGTTGTCATTGGA

R: CCAGCTGTTGATGGGTTCA
HULC F: TCTGCAAGCCAGGAAGAGTC

R: TTCCGGCCTTTACTTCAGAGT
LINC01133 F: CCACAGCCTGGCTCTACCT

R: TTGGGGTCTGTCCTTGGTT
MA-LINC1 F: TTGCGAAACAGTTCAACTTCC

R: AAGCCAGGAAAGAAGCCAAG
TERC F: GCGAAGAGTTGGGCTCTGT

R: GGACTCGCTCCGTTCCTCT
GAPDH F: TGCACCACCAACTGCTTAGC

R: GGCATGGACTGTGGTCATGAG
HPRT1 F: TGAGGATTTGGAAAAGGGTCT

R: GAGCACACAGAGGGCTACAA
HMBS F: TGGACCTGGTTGTTCACTCCTT

R: CAACAGCATCATGAGGGTTTT

3.3.3.3. Transcrigcao reversa e sintese de cDNA

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.2.3), com as seguintes modificagdes:
para a transcricao reversa e sintese de cDNA fita simples foi utilizado 1,5 ug de RNA
total de cada condigdo experimental. Cada amostra foi transcrita utilizando-se a
enzima SuperScript Il (Invitrogen), utilizando-se oligonucleotideos iniciadores oligo-

dT(20), segundo as recomendac¢des do fabricante, com incubacéo a 50°C. Uma pré-
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incubacgao de 3 min a 85°C foi introduzida no protocolo, antes da fase de anelamento,
para desnaturar completamente o RNA. Apds o término da fase de anelamento, a
reacao foi mantida a 50°C, para a adigdo da enzima e do tampé&o pré-aquecidos a
50°C, eliminando-se a etapa de resfriamento descrita no protocolo do fabricante. Os
cDNAs sintetizados foram entéo utilizados como template para as reagdes de qRT-

PCR.

3.3.3.4. Determinagao da concentracao final de primers
Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.2.4).

3.3.3.5. Determinacao da eficiéncia dos primers

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.2.5).

3.3.3.6. Confirmacgao da expressao diferencial

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.2.6).

3.3.4. Selecao de RNA longo nao codificador para analise funcional
Baseado nos dados de expressao obtidos a partir do screening feito por qRT-
PCR, um RNA longo nao codificador foi selecionado para analise funcional. O alvo

escolhido foi o LINC01133.

3.3.5. Construgéo do vetor lentiviral pLVX-TetOne-Puro-LINC01133 para ensaio de
superexpressao

Para a superexpresséo do gene LINC01133, utilizamos um sistema lentiviral de
superexpressao induzivel para células de mamifero — o Lenti-X™ Tet-One™ Inducible
Expression Systems (Clontech® Laboratories, Inc.), o qual é baseado no plasmideo
pLVX-TetOne-Puro Vector. Este plasmideo expressa a proteina transativadora Tet-
On®3G, contém um gene de interesse sobre controle rigido do promotor TRE3G

(PTRE3GS) e possui um cassete de resisténcia a puromicina que permiti selecionar
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as células que incorporaram o plasmideo. Usando este sistema, a célula alvo ira
expressar altos niveis do gene de interesse, mas apenas quando cultivada na
presenca de Doxiciclina (Dox) (Sigma-Aldrich). Os vetores lentivirais foram
construidos com base na sequéncia completa do cDNA correspondente ao
LINC0O1133, o qual foi clonado nesse sistema de maneira sitio-dirigida para que
apenas a fita de interesse seja expressa. A superexpressao do LINC01133 foi feita

em células MCF10A, linhagem na qual esse gene apresenta baixa expressao.

3.3.5.1. Sintese da regiao codificadora do LINC01133

A sintese da regido codificadora do LINC01133 foi feita pela empresa GenScript
USA Inc. O gene foi clonado no vetor pUCS57-Simple utilizando a enzima de restricao
EcoRV. Nas extremidades do cDNA correspondente ao LINC01133 foram adicionadas
as sequéncias das enzimas de restricdo EcoRl (GAATTC) e Agel (ACCGGT),
importantes para a insergdo do gene de interesse nos respectivos sitios do vetor

lentiviral de superexpressao.

3.3.5.2. Transformagdo por eletroporacdo de bactérias Escherichia coli
eletrocompetentes com DNA plasmideal

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.3.4), com as seguintes modificagdes:
bactérias E. coli XL10-Gold eletrocompetentes foram transformadas por eletroporagao
com a construgdo plasmideal de interesse descrita acima. Uma aliquota de 2ul do

plasmideo foi adicionada a 50pl de bactérias.

3.3.5.3. Preparacao de DNA plasmideal em pequena escala
Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.3.5).

3.3.5.4. Analise da sequéncia de nucleotideos

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.3.6).
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3.3.5.5. Sub-clonagem da construgao no vetor lentiviral de quarta geragao
Uma das construgdes contendo a sequéncia completa de nucleotideos do gene
LINCO01133 foi utilizada para a subclonagem nos respectivos sitios de restrigdo do
vetor lentiviral induzivel pLVX-TetOne-puro e esta construgao foi entdo utilizada no

ensaio funcional de superexpressao.

3.3.6. Geragao da linhagem MCF10A superexpressando o gene LINC01133

3.3.6.1. Producgao de particulas lentivirais em células 293T

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.4.1), com as seguintes modificagdes:
para a producdo dos lentivirus foram utilizadas as seguintes propor¢gdes de DNAs
plasmideais: 3ug do vetor de transferéncia, 2ug dos vetores pREV, pTAT e pHGPM2
e 4ug do vetor pVSVG.
3.3.6.2. Titulagéo das particulas lentivirais resistentes a puromicina

As particulas virais produzidas foram tituladas em células da linhagem 293T
conforme descrito por Tiscornia e colaboradores [Tiscornia et al., 2006]. Foram
preparadas diluigdes 10!, 102 e 103 dos meios condicionados contendo as particulas
virais. Para realizagdo da transdugao viral, foi misturado 60uL dos meios
condicionados originais ou das diluicbes em 1,440mL de uma suspensao celular
contendo 1x10% células 293T em DMEM suplementado com 10% de SFB
(Hyclone/Gibco). Imediatamente apds a mistura, as células foram transferidas para
pocos de uma placa de 6 pogos e incubadas por duas semanas até o momento da
contagem do numero de colénias. No dia seguinte ao plagueamento, foram
adicionados 2ug/mL de puromicina (Sigma-Aldrich) a cada pogo da placa. Para

contagem das col6nias, as mesmas foram coradas com cristal violeta 0,5%.

O titulo de cada preparagao lentiviral foi obtido a partir da contagem do numero



115

de colbnias na maior diluicdo em que foi observado o crescimento das mesmas,

utilizando-se a seguinte relagao:

Titulo (UEC) = (P x N /100 x V) x /DF, onde:

P = n° de colbnias resistentes a puromicina
N = nimero de células no momento da transdugao (10°)
V = volume da diluicdo usado para a transducéao
DF = fator de diluicéo
3.3.6.3. Transdugao viral da linhagem MCF10A com particulas lentivirais

As células da linhagem MCF10A foram transduzidas com a preparagao lentiviral
correspondente ao pLVX-TetOne-Puro/LINC01133 e ao controle pLVX-TetOne-Puro.
Para a transducgédo, cada construgao lentiviral foi misturada com uma suspensao de
5x103 células para se obter uma multiplicidade de infecgédo de 10 (MOI: Multiplicity of
Infection). As células foram, entdo, plaqueadas em placas de 48 pogos e
espinoculadas por 2 horas a 28°C e 1.200rpm. Apés isto, as células foram incubadas
a temperatura de 37°C em atmosfera de 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado
apo6s 48h da transdugéo e ao mesmo adicionado 2ug/mL de puromicina para inicio da

selecao.

3.3.7. Ensaio de metabolismo celular através da redugéo do sal tetrazélico (MTT)
Com o objetivo de avaliar o metabolismo celular da linhagem MCF10A e sua
capacidade redutora frente a presenca da Dox, o ensaio de MTT foi realizado. Em
uma placa de 96 pogos (P96) foram plaqueadas 1x10* células/pogo usando
0,2mL/pogo de meio de cultura especifico para a linhagem celular. Foram testadas as
seguintes concentracbées de Dox — 0, 100, 250, 500, 750 e 1000 ng/mL, usando-se

seis réplicas técnicas para cada concentragdo. Trés experimentos independentes
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foram realizados, diferindo entre si no tempo de acéo da doxiciclina frente a linhagem
celular MCF10A (48, 96 e 240 horas). Apés transcorrido o tempo especifico para cada
experimento, foram adicionados 10uL da solugdo 10mg/mL de MTT (Sigma-Aldrich) a
cada pogo das placas de 96 pogos e as mesmas foram protegidas com papel aluminio
e incubadas a temperatura de 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Apds 2 horas de
incubacao, o meio de cultura contendo MTT foi removido das placas por inversao e
foram adicionados 100 yL de DMSO em cada pogo. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente e protegidas da luz por cerca de 1 hora e, apés isto, foram
quantificadas no espectrofotbmetro SpectraMax Paradigm (Molecular Devices), no
comprimento de onda de 600nm. Os resultados da ativagdo da mitose celular foram
expressos convertendo-se os dados de absorbancia (ABS) para “atividade
metabolica”. Para isso, atribui-se a média das ABS das culturas ndo-tratadas com Dox

o valor arbitrario de 1.

3.3.8. Confirmagdo da superexpressao indutivel do LINC071133 nas linhagens
transduzidas

Para avaliar o nivel de mRNA do LINC01133 nas linhagens parentais e
transduzidas, foram realizadas reagdes de qRT-PCR. Para confirmagao inicial da
superexpressao, a linhagem MCF10A que foi transduzida com o plasmideo pLVX-
TetOne-Puro/LINC01133 foi cultivada em duas condi¢cbes: A) Controle: linhagem
cultivada sem a presencga da Dox; B) Indutivel: linhagem cultivada na presencga de
500ng/mL de Dox, durante 48 horas. Apos a confirmagéo da superexpressao, com o
objetivo de determinar a concentragao minima de Dox necessaria para se obter altos
indices de superexpressao induzivel, uma curva de titulagcao foi realizada, utilizando-
se as mesmas concentragdes de Dox utilizadas no tdpico anterior - 0, 100, 250, 500,

750 e 1000 ng/mL.
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3.3.9. Construgédo dos vetores lentivirais do sistema CRISPR/Cas9 para ensaio de
nocauteamento do LINC01133
Para o bloqueio total da express&o do gene LINC01133 na linhagem celular de
interesse, foi realizada a delegao completa do locus deste gene, utilizando o sistema
lentiviral de nocauteamento CRISPR/Cas9, com os plasmideos lentivirais pL-
CRISPR.EF.GFP (Addgene #57818), o qual expressa o gene reporter GFP, e p-
lentiCRISPR-V2 (Addgene #52961), o qual expressa 0 gene de resisténcia a
puromicina). Ambos os plasmideos co-expressam a enzima Cas9 e o guide RNA
(gRNA) em cis. Esse sistema ja se encontra estabelecido no grupo, e baseia-se na
edicdo gendmica de regides especificas ou do locus completo do gene de interesse
através da atividade nucleasica da Cas9 e de um guide RNA. No caso do gene
LINCO01133 o nocauteamento foi realizado em células Hs578T, linhagem onde seus

transcritos sdo muito abundantes.

3.3.9.1. Selegao da regido alvo e desenho dos guides RNAs

Para a delecdo completa do locus do gene, as regides escolhidas foram os 250
nucleotideos iniciais da extremidade 5’ e os 250 nucleotideos finais da extremidade 3’
do gene LINC01133. O desenho dos guides RNAs foi feito utilizando o programa MIT

disponivel no site http://crispr.mit.edu/. Este programa fornece as melhores

sequéncias de gRNAs presentes nas regides anteriormente selecionadas, baseando-
se no sitio PAM. As sequéncias com maiores scores foram escolhidas por
apresentarem uma menor quantidade de sitios off-targets. Diferentes conjuntos de
gRNAs foram desenhados para serem testados (Tabela 6). Aos primers que compdem
os gRNAs foram adicionados pares de bases adicionais em suas extremidades
necessarias para criar extremidades coesivas, as quais serdao importantes para a

ligacao dos gRNAs nos plasmideos descritos no topico anterior.
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Tabela 6: Sequéncia dos primers up e down utilizados no nocauteamento do LINC07133.

Extremidade 5’ Primer Up Primer Down

Guide RNA 1 CACCGTCAACACACATTGCCTCGGG | AAACCCCGAGGCAATGTGTGTTGAC

Guide RNA 2 CACCGGTACCATGGCTCTGCCGTGT | AAACACACGGCAGAGCCATGGTACC

Guide RNA 3 CACCGCAACTCAAACCGTACCACCT AAACAGGTGGTACGGTTTGAGTTGC

Guide RNA 4 CACCGATAAGGCTACCTAGGTGGTA AAACTACCACCTAGGTAGCCTTATC

3.3.9.2. Fosforilagcédo, anelamento e diluicdo dos guides RNAs

Para a reagdo de anelamento, foram utilizados os seguintes reagentes: 1uL do
primer gRNA up (100 uM), 1uL do primer gRNA down (100 uM), 1uL do T4 Ligation
Buffer 10x (NEB), 1uL da enzima Polynucleotide Kinase (Thermo) e 6 uL de H>O. A
fosforilagdo e o anelamento dos gRNAs foi feita em um termociclador utilizando as
seguintes condigdes: 37°C por 30min, 95°C por 5min, ramp down para 25°C com a
taxa de 5°C por min-1. Apds o anelamento os gRNAs duplex foram diluidos na

proporgao de 1:100 (1ul dos gRNAs duplex em 99ul de H,0).

3.3.9.3. Digestdo e desfosforilagdo dos plasmideos Ientivirais do sistema
CRISPR/Cas9

Para a reacao de digestao, foram utilizados os seguintes reagentes: cerca 10ug
de cada um dos plasmideos lentivirais selecionados (pL-CRISPR.EF.GFP e p-
lentiCRISPR-V2), 1,5uL da enzima BsmBI (Esp3l) 10U/ uL (Thermo Fisher Scientific),
5uL do Buffer Tango 10x (Thermo Fisher Scientific), acrescido de XuL de H>O
necessarios para completar 50uL de volume final da reacdo. Para cada vetor foi feita
uma reagao separadamente, e apos isso cada uma foi mantida a 37°C overnight no
termociclador. Apds o termino da reagao de digestdo, foram adicionados a mesma
reacao 6uL de Alkaline Phosphatase Buffer 10x FastAP (Thermo Fisher Scientific),

10uL Thermosensitive Alkaline Phosphatase FastAP e 14uL de H,O, obtendo assim
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80uL de volume final da reacdo. As reagdes foram incubadas a temperatura de 37°C
por 30min em banho seco e apés transcorrido este tempo a enzima foi inativada por
5min a 75°C. A digestao total dos plasmideos foi analisada em gel de agarose 1%,
corados com Brometo de Etidio (0,5ug/mL) e visualizado sob luz ultravioleta (UV) no
fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). Os plasmideos digeridos
foram quantificados no espectrofotometro (Nanodrop Spctrophotometer ND-100,
Thermo Scientific, Wilmington, USA).
3.3.9.4. Reacao de ligagdo dos gRNAs aos vetores lentivirais

Para a reagao de ligagao, foram utilizados os seguintes reagentes: 200ng de
cada plasmideo digerido e desfosforilado em reagdes separadas, 4uL dos gRNAs
duplex diluidos, 1uL do T4 DNA Ligase Buffer 10X (NEB), 1uL da T4 DNA Ligase,
acrescido de XuL de H20 necessarios para completar 10uL de volume final da reagéo.
As reagdes foram incubadas a temperatura de 16°C overnight em termociclador e
apos transcorrido este tempo a enzima foi inativada por 10min a 65°C. A reacgao foi

precipitada e ressuspendida em 10uL de H»O.

3.3.9.5. Transformagdo por eletroporacdo de bactérias Escherichia coli
eletrocompetentes com DNA plasmideal

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.3.4), com as seguintes modificagdes:
bactérias E. coli XL10-Gold eletrocompetentes foram transformadas por eletroporagao
com as construgdes plasmideais de interesse como descrito a seguir: uma aliquota de

2ul da reacgéo de ligagao foi adicionada a 50pl de bactérias.

3.3.9.6. Preparacao de DNA plasmideal em pequena escala
Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.3.5), com as seguintes modificagdes:
as sequéncias integras do gRNAs foram extraidas dos vetores pL-CRISPR-EFS_GFP

e pL-lentiCRISPR-V2_Puro através da digestdo com as enzimas Notl / BamH| e Notl
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| EcoRI (respectivamente) e, em seguida, visualizados em gel de agarose 1% para
confirmagao da clonagem. Nao foi necessario purificar os fragmentos do gel de

agarose.

3.3.9.7. Analise da sequéncia de nucleotideos

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.3.6).

3.3.10. Geracgao da linhagem Hs578T nocauteada do gene LINC01133

3.3.10.1. Producgao de particulas lentivirais em células 293T

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.4.1), com as seguintes modificagdes:
para a producdo dos lentivirus foram utilizadas as seguintes propor¢gdées de DNAs
plasmideais: 3ug do vetor de transferéncia, 2ug dos vetores pREV, pTAT e pHGPM2
e 4ug do vetor pVSVG.
3.3.10.2. Titulagao das particulas lentivirais GFP positivas

As particulas virais produzidas foram tituladas em células da linhagem 293T
conforme descrito por Tiscornia e colaboradores [Tiscornia et al., 2006]. Foram
preparadas diluicdes 10" e 10?2 dos meios condicionados contendo as particulas
virais. Para realizagdo da transdugdo viral, foi misturado 20uL dos meios
condicionados originais ou das diluicbes e 480uL de uma suspensao celular contendo
1x10° células 293T em DMEM suplementado com 10% de SFB. Imediatamente apds
a mistura, as células foram transferidas para pogos de uma placa de 24 pogos e
incubadas por 48-72h, até o momento da contagem das células fluorescentes. Para
contagem, estas células foram dissociadas e a porcentagem de células GFP positivas

foi analisada por citometria de fluxo.

O titulo de cada preparacéo viral foi obtido a partir da contagem da proporgao

de células fluorescentes, utilizando-se a seguinte relagéo:
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Titulo (UEC) = (P x N /100 x V) x /DF, onde:

P = % de células GFP*
N = nimero de células no momento da transdugao (10°)
V = volume da diluigdo usado para a transdugao
DF = fator de diluicéo
3.3.10.3. Titulagao das particulas lentivirais resistentes a puromicina

As particulas virais produzidas foram tituladas em células da linhagem 293T
conforme descrito por Tiscornia e colaboradores [Tiscornia et al., 2006]. Foram
preparadas diluigdes 10!, 102 e 103 dos meios condicionados contendo as particulas
virais. Para realizagdo da transdugdo viral, foi misturado 60uL dos meios
condicionados originais ou das diluigdbes e 1,440mL de uma suspensao celular
contendo 1x10° células 293T em DMEM suplementado com 10% de SFB.
Imediatamente apds a mistura, as células foram transferidas para pogos de uma placa
de 6 pogos e incubadas por duas semanas até o momento da contagem do numero
de colonias. No dia seguinte ao plaqueamento, foram adicionados 2ug/mL de
puromicina a cada pog¢o da placa. Para contagem das colbnias, as mesmas foram

coradas com cristal violeta 0,5%.

O titulo de cada preparagao lentiviral foi obtido a partir da contagem do numero
de coldnias na maior diluicdo em que foi observado o crescimento das mesmas,

utilizando-se a seguinte relagao:

Titulo (UFC) = (P x N/ 100 x V) x /DF, onde:
P = n° de colbnias resistentes a puromicina
N = nimero de células no momento da transdugao (10°)
V = volume da diluicdo usado para a transducéao

DF = fator de diluicéo
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3.3.10.4. Transdugao viral da linhagem Hs578T com particulas lentivirais

As células da linhagem Hs578T foram co-transduzidas em uma proporgao de
1:1 com diferentes combinag¢des das preparagdes lentivirais geradas direcionados as
extremidades 5’ e 3’ do locus do gene LINC01133 (uma constru¢do GFP positiva +
uma construcao resistente a puromicina). Para a co-transdugado, cada construgao
lentiviral foi misturada com uma suspensdo de 5x103 células para se obter uma
multiplicidade de infecgdo de 10 (MOI: Multiplicity of Infection). As células foram,
entao, inoculadas em placas de 48 pogos e espinoculadas por 2h a 28°C e 1.200rpm.
O meio de cultura foi trocado apés 48h da transdugao e ao mesmo adicionado 2ug/mL
de puromicina para inicio da selecao.
3.3.11. Confirmagao do nocauteamento do LINC01133 nas linhagens transduzidas

Para verificar a eficiéncia de edicdo gendmica das diferentes combinagdes de
gRNAs (1 +3;1+4;2+3e2+4), as populagdes de células transduzidas foram
expandidas para extracdo do RNA total e do DNA gendmico. A extragcao de RNA total
e as reacgoes de gRT-PCR foram realizadas seguindo o mesmo procedimento descrito
no Capitulo | (item 2.3.2), com as modificagbes descritas neste capitulo (item 3.3.3).
O DNA gendmico foi extraido com o /lustra Tissue & Cells GenomicPrep Mini Spin Kit
(GE Healthcare) e a delegdo do LINC01133 foi confirmada por PCR gendmico (95°C
por 4 min; 30 ciclos de 95°C de 45 seg, 60°C por 45 seg e 72°C por 2 min; 72°C por 5
min), utilizando os primers listados abaixo (Tabela 7), desenhados com o auxilio do
programa computacional Primers Express 3.0 (Thermo Scientific), os quais diferem
entre si na localizagdo gendmica onde os mesmos foram desenhados (/nner e Outer
— primers desenhados, respectivamente, na regido interna e externa do locus do gene
LINC01133). Para verificar a estabilidade da populacdo de células Hs578T KO

LINC01133 1 + 3, foram coletadas amostras de passagens sequenciais (0, 5, 10, 15,
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20 e 25) para verificagdo do nivel de expressdo do IncRNA LINC01133 e da
porcentagem de células GFP positivas, através reagbes de qRT-PCR e sorting no
FACS (BD FACSARIA Il, BD Bioscience, EUA), respectivamente. Células Hs578T
parental (WT) foram usadas como controle.

Tabela 7: Sequéncia de primers utilizados no PCR gendémico para confirmar o

nocauteamento do LINC01133.

Primers Sequéncia dos Primers (5°— 3’)
LINC01133_KO-Inner_F AGTAGTGGAAGTGGGCATCCT
LINC01133_KO-Inner_R GAGCTTGGGAAAGCAAAGAGT
LINC01133_KO-Outer_F GCTTTCCTCCCTTCCTTGTC
LINC01133_KO-Outer_R CACTTCGCTTTGTGTCTCCA

CHD7_Control_F CTATTGAAGATACGTGTGTACCTCTGCCCTTATAGT
CHD7_Control_R ACTGCACAATACTTAATGACCAAGATACCTTTTGAC

3.3.12. Caracterizagao das linhagens celulares geradas

3.3.12.1. Curva de crescimento celular

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.7.1).

3.3.12.2. Ensaios de tumorigénese in vitro

O potencial tumorigénico, medido através do crescimento de colbnias, das
linhagens parentais e das linhagens superexpressando e nocauteada do LINC01133
foi analisado utilizando-se diferentes abordagens in vitro.
3.3.12.2.1. Ensaio de crescimento de colénias em substrato sélido

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.7.2.1).

3.3.12.2.2. Ensaio de crescimento de colénias em suspensao de agarose

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.7.2.2).
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3.3.12.3. Ensaios de migracao celular in vitro
O potencial migratério das linhagens parentais e das linhagens
superexpressando e nocauteada do LINC01133 foi analisado utilizando-se diferentes

abordagens in vitro.

3.3.12.3.1. Ensaio de migragao celular por scratching (wound healing)

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.7.3.1).

3.3.12.3.2. Ensaio de migragao celular por Transwell™

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.7.3.2), com as seguintes
modificagbes: foram plaqueadas 50x102 células na superficie superior da membrana
porosa do inserto (tamanho do poro: 8um), em 300uL de meio DMEM/F12 0% SFE
(para o conjunto de células superexpressando o LINC01133) ou DMEM 0%SFB (para
o conjunto de células nocauteadas do LINC01133), e no pogo abaixo do inserto,
adicionou-se 700 yL de meio DMEM/F12 5% SFE ou DMEM 10% SFB (mesmo padréo
citado acima), o qual atua como quimioatraente para as células. As células foram
mantidas por 16h-18h a 37°C em atmosfera de 5% (para o conjunto de células
superexpressando o LINC01133) ou 2% (para o conjunto de células nocauteadas do
LINC01133) de CO?, seguidas por fixagdo em metanol gelado por 20min e coradas

com hematoxilina de Mayer por 20min.

3.3.12.4. Ensaio de invaséo celular in vitro

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.7.4), com as seguintes modificagdes:
foram plaqueadas 100x102 células na superficie superior da membrana porosa do
inserto (tamanho do poro: 8um), em 300uL de meio DMEM/F12 0% SFE (para o
conjunto de células superexpressando o LINC01133) ou DMEM 0%SFB (para o

conjunto de células nocauteadas do LINC01133), e no pogo abaixo do inserto,
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adicionou-se 700 pL de meio DMEM/F12 5% SFE ou DMEM 10% SFB (mesmo padrao
citado acima), o qual atua como quimioatraente para as células. As células foram
mantidas por 16h-18h a 37°C em atmosfera de 5% (para o conjunto de células
superexpressando o LINC01133) ou 2% (para o conjunto de células nocauteadas do
LINC01133) de CO?, seguidas por fixagdo em metanol gelado por 20min e coradas

com hematoxilina de Mayer por 20min.

3.3.12.5. Imunofluorescéncia

Para imunofluorescéncia, as células foram semeadas em laminulas de vidro de
13 mm de didmetro e mantidas em condi¢des de cultura usuais até a subconfluéncia
(menos de 80%). Cada amostra foi entdo fixada em formaldeido 4% por 20min,
lavadas em PBSA e, entdo, permeabilizada com tampao IF (PBS + 0,2% Triton X-100
+0,05% Tween 20) + 0,5% Triton X-100 por 10min a 4°C e bloqueada em Albumina
de Soro Bovino (BSA) 2% por 1 hora a temperatura ambiente. O anticorpo primario
rabitt anti-Vimentina (AB92457, 1/75) (Abcam, Cambridge, UK) e Alexa Fluor 594-
Faloidina (A12381, 1/100) (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA) foram
incubados por 1h30 a temperatura ambiente em camera umida. A seguir, as laminulas
foram lavadas cuidadosamente trés vezes com tampéao IF por 10 min. Os respectivos
anticorpos secundarios AlexaFluor 568 goat anti-rabbit IgG ou AlexaFluor 568 goat
anti-mouse 1gG (1/200) foram incubados por 1h a 42C. As laminas foram montadas
utiizando o meio de montagem VECTASHIELD com DAPI (H-1200, Vector
Laboratories, CA) e as imagens foram adquiridas utilizando o EVOS FL Fluorescence

Cell Imagem System (Life Technologies) em aumento de 20x.
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3.3.12.6. Analise da expressao de genes envolvidos na malignidade tumoral
Para entender melhor os possiveis efeitos da superexpressao e nocauteamento
do LINCO1133 nos processos de angiogénese, migracdo e invasao celular, foi
investigada a expressdo de diferentes marcadores relacionados a malignidade
tumoral por gqRT-PCR, conforme descrito no Capitulo 1 (item 2.3.2). Os seguintes
genes foram utilizados na analise: 1) Gene XIAP (anti-apoptdtico); 2) Genes TGF-£,
SPARC, CXCL12, SATB1, E-CAD, N-CAD (associados aos processos de
tumorigénese e transicdo epitélio-mesenquimal); 3) Genes VEGF-A e COL3A1
(associados a angiogénese tumoral). A sequéncia dos primers foram descritas no

Capitulo | (item 2.3.7.5).

3.3.13. Analises Estatisticas

Conforme descrito no Capitulo | (item 2.3.8).
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3.4. RESULTADOS

3.4.1. Identificagao in silico de IncRNAs associados ao cancer de mama

Em busca de possiveis novos INcCRNAs associados ao cancer de mama, cerca
de dez alvos foram selecionados in silico para posterior analise de expressao génica
no painel de linhagens celulares de cancer de mama. Todos estes 10 alvos (Tabela
8) estavam dentro dos critérios estabelecidos conforme descrito em Materiais e
Métodos.

Tabela 8: Lista dos 10 alvos escolhidos para posterior analise através de qRT-PCR.

LNCRNAs | TAMANHO (pb) ‘ CLASSIFICAGAO

MA-LINC1 3.138 Intergénico
HULC 484 Intergénico
CCAT1 2.795 Intergénico
FOXCUT 1.610 Intergénico
HOTAIRM1 1.084 Intergénico
BANCR 675 Intergénico
GHET1 1.898 Intergénico
TERC 451 Intergénico
CYTOR 732 Intergénico
LINC01133 1.138 Intergénico

3.4.2. Analise da expressdao génica dos IncRNAs selecionados no modelo de
progressao tumoral do carcinoma mamario

Em busca de novos marcadores que possam estar relacionados com a grau
de malignidade no cancer mama, foram analisados, através da técnica de qRT-PCR,
a expressao relativa do mRNA correspondente aos 10 IncRNAs listados na Tabela 8,

nas linhagens celulares humanas do painel de mama.
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A partir da analise do qRT-PCR, foi observado que os IncRNAs BANCR e
TERC apresentaram padroes de expressao bastante variaveis entre as linhagens
celulares analisadas, sendo, portanto, eliminados durante a selegdo. O IncRNA
GHET1 apresentou elevada expressao na linhagem tumorigénica de mama Luminal
B (ZR-75-1) quando comparado com as demais linhagens. Os INncRNAs MA-LINC1,
HULC, CCAT1, FOXCUT e HOTAIRM1 apresentaram expressao de nivel
consideravel nas linhagens de mama n&o-tumorigénicas MCF10A e MCF12A,
tornando-os alvos promissores para estudo. Por fim, os IncRNAs CYTOR e
LINC01133 apresentaram expressao de nivel consideravel e distinto nas linhagens
celulares que sao modelos, in vitro, de tumores de mama triplo negativo (MDA-MB-
231 e Hs578T), sendo considerados, também, alvos promissores a serem estudados

(Figura 23).
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Figura 23: Andlise da expressao dos IncRNAs selecionados no painel de linhagens celulares
humanas de cancer de mama. O RNA total foi extraido conforme descrito em Materiais e Métodos e
os niveis de expressao dos diferentes INcRNAs foram analisados por gRT-PCR utilizando-se primers
especificos: A) MA-LINC1, B) HULC, C) CCAT1, D) FOXCUT, E) HOTAIRM1, F) BANCR, G) GHET1,
H) TERC, I) CYTOR, J) LINC01133. O grafico representa a razdo de fold change relativo a expressao
na linhagem MCF12A + SEM. O gene enddégeno utilizado para normalizagéo foi o HPRT1. As analises
estatisticas foram feitas utilizando-se o teste de varidncia One-Way ANOVA, seguido de teste de
comparacgédo multipla Dunnett (*** P<0.0001). Foram realizados trés experimentos independentes,
em triplicatas. Barras em preto — Linhagens ndo-tumorigénicas; Barras em laranja — Linhagem Luminal
A; Barra em Azul — Linhagem Luminal B; Barra em Verde — Linhagem HER2+; Barras em vermelho —
Linhagens Triplo Negativas.
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3.4.3. Selecao de RNA longo nao codificador (INcRNA) para analise funcional

Devido a auséncia de tratamentos eficazes e por apresentar o progndstico mais
sombrio entre os subtipos do cancer de mama, os tumores de mama triplo negativo
foram importantes para nos direcionar na selegao do IncRNA a ser estudado. Diante
disso, o0 RNA longo néao codificador LINC01133 foi selecionado por apresentar uma
alta expresséao na linhagem tumorigénica Hs578T (uma das linhagens do nosso painel
que representam os tumores de mama triplo negativos) e baixa expressao nas
linhagens nao-tumorigénicas MCF12A e MCF10A.
3.4.4. Construgédo do vetor lentiviral pLVX-TetOne-Puro-LINC01133 para ensaio de
superexpressao do LINC01133

Como citado em Materiais e Métodos, o vetor pUC57-Simple contendo o gene
LINC0O1133 (pUCS7-LINC01133) foi obtido da empresa GenScript USA Inc. De posse
deste plasmideo, o mesmo foi digerido com as enzimas EcoRIl e Agel e os produtos
desta digestao foram fracionados em gel de agarose 1% para separagéo do fragmento
de interesse (LINC01133) do vetor. O vetor pLVX-TetOne-Puro, o qual foi utilizado,
posteriormente, na superexpressao indutivel do LINC0O1133, também foi digerido
utilizando-se as mesmas enzimas citadas anteriormente e fracionado no mesmo gel

de agarose (Figura 24).

Vetores fechados e digeridos

m 2] [& [o]
o
— |
‘\k.ﬁ/’ o
. ’ [N—
. s ” pUC57-LINC01133
[on—, e
- |L/INC01133
1000 pb =g




131

Figura 24: Digestdao dos plasmideos pLVX-TetOne-Puro e pUC57-LINC01133 com as enzimas
de restricdao EcoRl e Agel. A) Vetor pLVX-TetOne-Puro, B) Vetor pLVX-TetOne-Puro Digerido, C)
Vetor pUC57-LINC01133, D) Vetor pUC57-LINC01133 Digerido. Ambos os plasmideos foram
digeridos com as enzimas EcoR| e Agel e, em seguida, visualizados em gel de agarose 1%. A
presencga do fragmento do LINC01133 foi confirmada conforme mostrado na figura. M — Marcador de
peso molecular.

Conforme mostrado na figura anterior, a presencga do fragmento do LINC01133
no vetor pUC57-LINC01133 foi confirmada e o plasmideo foi submetido a
sequenciamento e a analises de Bioinformatica, com o objetivo de confirmar a
integridade da sequéncia do gene LINC01133. Ap6s a confirmagéao, o fragmento do
LINCO01133 foi purificado do gel e subclonado nos respectivos sitios de restricao do
vetor lentiviral indutivel pLVX-TetOne-Puro visando a superexpressao induzida deste
gene. O DNA plasmideal obtido a partir de cinco clones correspondentes a construgéo
pLVX-TetOne-Puro-LINC01133 foi digerido com as enzimas EcoRI| e Agel e, em
seguida, fracionados em gel de agarose 1%, tendo sido detectada a presenga do

fragmento de interesse em todos estes clones (Figura 25).
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Figura 25: Digestdo da construgdo pLVX-TetOne-Puro-LINC01133 para confirmagao dos
transfectantes. O DNA plasmideal obtido a partir de cinco clones foi digerido com as enzimas EcoRl
e Agel e, em seguida, visualizados em gel de agarose 1% para deteccdo dos clones bacterianos
transformantes contendo o gene de interesse. M: Marcador de peso molecular.
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3.4.5. Geragao da linhagem MCF10A superexpressando o gene LINC01133
De posse de um dos clones contendo o plasmideo recombinante, as particulas
virais recombinantes foram geradas por meio de transfeccdo da linhagem 293T,
conforme descrito em Materiais e Métodos. Além disto, células da linhagem 293T
foram transduzidas para realizar o calculo do titulo das particulas lentivirais. As células
foram cultivadas durante duas semanas, na presenga de 2ug/mL de puromicina.
Observou-se que cerca de 45 e 70 col6nias das células transduzidas com o vetor
controle e com o vetor de superexpressao do LINC0O1133 eram resistentes a
puromicina, respectivamente. A partir destes numeros foi realizado o calculo do titulo
lentiviral. Para transduzir a linhagem nao-tumorigénica MCF10A (10A WT) foi utilizado
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 10 das particulas lentivirais contendo o vetor
controle pLVX-TetOne-Puro (10A CTR) e o pLVX-TetOne-Puro-LINC01133 (10A
LINC+), visando, assim, obter uma linhagem controle e uma linhagem
superexpressando o LINC01133. As células foram, entdo, inoculadas em placas de
48 pocos e espinoculadas por 2h a 28°C e 1.200rpm. O meio de cultura foi trocado
apos 48h da transdugao e 2ug/mL de puromicina foram adicionados para inicio da
selecdo. As células transduzidas com as preparacdes lentivirais citadas acima se
mostraram resistentes a presenca da puromicina, indicando o sucesso da transducgao

(Figura 26).

MCF10AWT MCF10A CTR MCF10A LINC+

Células 96h apos a transdugao
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Figura 26: Células MCF10A transduzidas com as construg¢ées lentivirais. Os vetores pLVX-
TetOne-Puro e o pLVX-TetOne-Puro-LINC01133 foram transduzidos em células MCF10A. Apds 48h
de transdugéo, o meio de cultura foi trocado e 2ug/mL de puromicina foram adicionados para inicio da
selegcdo. Apos 48h de adigcao de puromicina, as células se mostraram resistentes indicando o sucesso
da transducdo. Micrografias obtidas utilizando-se o microscépio EVOS FL Cell Imaging Systems
(Thermo Scientific), no aumento de 100X. Barra: 400um.
3.4.6. Ensaio de metabolismo celular através da reducgao do sal tetrazélico (MTT)

No intuito de avaliar a viabilidade celular da linhagem MCF10A parental (10A
WT) frente a presenca da Dox, o ensaio de MTT foi realizado. As células foram
testadas frente as seguintes concentragées de Dox: 0, 100, 250, 500, 750 e 1.000
ng/mL, utilizando-se seis réplicas técnicas para cada concentragdo. Trés

experimentos independentes foram realizados, diferindo entre si no tempo de agao da

Dox frente a linhagem celular MCF10A (48, 96 e 240 horas) (Figura 27).
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Figura 27: Ensaio de MTT utilizando a linhagem MCF10A cultivada na presenc¢a de diferentes
concentra¢gdes de Dox, em diferentes intervalos de tempo. (A) Ensaio de MTT no intervalo de 48h;
(B) Ensaio de MTT no intervalo de 96h; (C) Ensaio de MTT no intervalo de 240h. Os dados s&o
apresentados como a média + SEM de um experimento independente, realizado em triplicata.

Conforme observado, no intervalo de 48h, nenhuma concentragdo de Dox
interferiu na atividade metabdlica das células. Enquanto isto, nos intervalos de 96 e
240h, é possivel observar que a partir da concentracdo de 500ng/mL de Dox, as
células aumentam sutiimente sua atividade metabdlica, indicando uma possivel
interferéncia de Dox no metabolismo destas células. Os dados deste experimento

foram importantes, futuramente, para definir a concentracao ideal de Dox, a qual foi
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utilizada nos ensaios de superexpressao indutivel do LINC01133 na linhagem

MCF10A.

3.4.7. Confirmagdo da superexpressao indutivel do LINC071133 nas linhagens
transduzidas

O nivel de expressao do LINC01133 nas linhagens transduzidas foi confirmado
através de reagdes de qRT-PCR, conforme descrito em Materiais e Métodos. Para
confirmacéo inicial da superexpresséao, a linhagem MCF10A que foi transduzida com
o plasmideo pLVX-TetOne-Puro/LINC01133 foi cultivada em duas condi¢des: A)
Controle: linhagem cultivada na auséncia da Dox (10A LINC+); B) Indutivel: linhagem
cultivada na presenca de 500ng/mL de Dox (10A LINC+ IND), durante 48 horas.
Conforme esperado, as linhagens 10A WT e 10A CTR apresentaram baixos niveis de
expressao do LINC01133. A linhagem 10A LINC+, a qual contém o plasmideo pLVX-
TetOne-Puro/LINC01133 e foi cultivada na auséncia da Dox, apresentou um pequeno
vazamento de expressao do LINCO71133. O normal seria que estas ceélulas nao
apresentassem expressao do LINC01133, mas o vazamento apresentado é comum e
ja foi observado em outros estudos que utilizaram este sistema de vetores. Por fim, a
linhagem 10A LINC+ IND, a qual foi cultivada inicialmente na presenga de 500ng/mL
de Dox, apresentou altos niveis de expresséao, indicando que o objetivo foi atingido e
a linhagem celular foi gerada com éxito (Figura 28 A).

Apods a confirmagdo da superexpressao do IncRNA LINC01133, no intuito de
determinar a concentragdo minima de Dox necessaria para se obter altos indices de
superexpressao induzivel, uma curva de titulagdo foi realizada, utilizando-se as
concentragdes de 0, 100, 250, 500, 750 e 1.000 ng/mL. Os resultados deste
experimento, em conjunto com aqueles do ensaio de MTT, permitiram determinar a

concentragao ideal de 250ng/mL de Dox, a qual deve foi utilizada para induzir a
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superexpressao do LINC071133 nos ensaios de caracterizacdo funcional. Esta
concentragao foi escolhida, pois foi a que induziu maiores niveis de expressao (Figura

28 B) e nao alterou significativamente a atividade metabdlica das células (Figura 27).
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Figura 28: Analise da expressdo do LINC01133. (A) Analise da expressdo do LINC01133 nas
linhagens MCF10A geradas. Os niveis de expressado do LINC01133 foram analisados por qRT-PCR,
utilizando-se primers especificos, nas linhagens MCF10A parental (10A WT), naquelas transduzidas
com o vetor vazio (10A CTR) e nas transduzidas com o vetor de superexpressdo do LINCO1133,
cultivadas na auséncia (10A LINC+) e na presenga de Dox (10A LINC+ IND). O grafico representa a
razao de fold change relativo a expressao na linhagem MCF10A WT + SEM. O gene endégeno utilizado
para normalizagdo foi o HPRT1. As analises estatisticas foram feitas utilizando-se o teste de
variancia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparagdo multipla Dunnett (*** P<0.0001).
Foram realizados trés experimentos independentes, em triplicatas. (B) Analise da expressdo do
LINCO01133 frente a diferentes concentragbes de Dox. Os niveis de expressdo do LINC01133 foram
analisados nas linhagens MCF10A parental (10A WT), naquelas transduzidas com o vetor vazio (10A
CTR) e nas transduzidas com o vetor de superexpressao do LINC01133, cultivadas na auséncia (10A
LINC+) e na presencga de diferentes concentragdes de Dox (10A LINC+ IND). O grafico representa a
razao de fold change relativo a expressao na linhagem MCF10A WT. O gene enddgeno utilizado para
normalizacao foi o HPRT1. S.E: superexpressao.

3.4.8. Construgédo dos vetores lentivirais do sistema CRISPR/Cas9 para ensaio de
nocauteamento do LINC01133
3.4.8.1. Selegao da regido alvo e desenho dos guides RNAs (gQRNASs)

Os guides RNAs foram desenhados para provocar a delegao completa do locus
do gene LINCO01133. Por este INcCRNA ser classificado como intergénico, ou seja, o
gene responsavel pela codificagdo do mesmo esta localizado entre genes
codificadores de proteina, a sua delecdo nao ira interferir na expressao de outros

genes codificadores de proteinas. Dois gRNAs foram projetados para cada uma das
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extremidades do locus deste gene (Figura 29 A e 29 D). Para a extremidade %', os
gRNAs foram clonados no plasmideo pL-CRISPR-EFS_GFP, enquanto para a
extremidade 3' os gRNAs foram clonados no plasmideo pL-lentiCRISPR-V2_Puro. O
vetor pL-CRISPR.EFS possui um gene eGFP como marcador de seleg¢ao (Figura 29
B), enquanto o vetor pL-lentiCRISPR-v2 possui um gene de resisténcia a puromicina
(Figura 29 C). Cada vetor possui um locus Cas9 associado ao marcador de selegéo e
dois sitios de restricdo para a enzima BsmBI, que sao necessarios para a insergao
das sequéncias de gRNA. Combinando dois dos quatro gRNAs (sendo cada um
direcionado a cada uma das extremidades), geramos quatro populagdes eGFP* e
resistentes a puromicina. Portanto, as células de interesse devem apresentar os dois

marcadores de selecgao.

chrl{q23.2) LINC01133 locus

l LNCRMA LINC01133 l
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‘ B) s © s
[ GFP [ (Emafza] ==
18-20bp 19-20bn
pL-CRISPR-EFS_GFP pl-lentiCRISPR-VZ_Puro
(D)
.
| Extremidade 5° Primer Up Primer Devwn I

G RNA L CACOCGTCAACACACATTIGOCTOGRG  AAACOCCGAGGCAATGTGTGTTGAC

frwiale RNA 2 CACCGGTACCATGGCTCTGOOGTGT | AAACACACGECAGAGCCATGGTALT

Extremidade 3 Primer Up Primer Down

Grurale RNA L CACOGCAACTCAMACCGTACCACCT  AAACAGGTGGTACGGTTTGAGTTGE

(eurde RNA 2 CACOGATAAGOCTACCTAGGTOGTA  AAACTACCACCTAGGTAGCCTTATC

Figura 29: Esquema do modelo de edigao génica para nocautear o locus do gene LINC01133
baseado no sistema lentiviral CRISPR/Cas9. (A) Estratégia geral de nocauteamento, (B) Cassete de
expressdo do plasmideo pL-CRISPR-EFS_GFP, (C) Cassete de expressdo do plasmideo pL-
lentiCRISPR-V2_Puro, (D) Tabela com as sequéncias direta e reversa de quatro gRNAs, projetadas
utilizando-se a plataforma CRISPR Optmized Design [Feng Zhang Lab, MIT, 2015]. As duas sequéncias
que exibiram o menor numero de sitios off-targets foram escolhidas para desenhar dois gRNAs para
cada uma das extremidades do locus LINC01133.
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3.4.8.2. Digestao dos plasmideos lentivirais e ligagdo dos gRNAs

Os plasmideos lentivirais usados para o nocaute foram digeridos com a enzima
de restricdo BsmBl, gerando dois fragmentos, uma vez que cada um possui dois sitios
de restricdo para a BsmBl. A digestdo do pL-CRISPR-EFS_GFP gera um fragmento
de ~11,7 Kpb e um fragmento de ~20 pb (que n&o é visivel no gel de agarose),
confirmado através da visualizagdo de apenas uma banda de DNA. A digestado do pL-
lentiCRISPR-V2_Puro gera fragmentos de ~12,8 Kpb e ~2,0 Kpb, confirmados através

de eletroforese em gel de agarose (Figura 30).
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Figura 30: Digestao dos plasmideos lentivirais utilizados para nocauteamento do LINC01133. Os
plasmideos foram digeridos com a enzima BsmBl e, em seguida, visualizados em gel de agarose 1%.
(A) pL-CRISPR-EFS_GFP; (B) pL-CRISPR-EFS_GFP digerido com a enzima de restrigdo BsmBl; (C)
pL-lentiCRISPR-V2_Puro; (D) pL-lentiCRISPR-V2_Puro digerido com a enzima de restricdo BsmBl. M:
Marcador de peso molecular.

Quatro plasmideos recombinantes foram construidos, apds a ligagdo dos
gRNAs aos vetores lentivirais, para se obter o nocauteamento (K.O) completo do gene
LINCO1133. Dois plasmideos recombinantes, LINC01133 1#5' e o LINC01133 2#5',
possuem a marca de selecdo eGFP e foram desenhados no intuito de clivarem a
extremidade 5 do locus do LINC0O1133, enquanto outros dois plasmideos

recombinantes, LINC01133 3#3' e o LINC01133 4#3’, possuem um gene de
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resisténcia a puromicina e foram desenhados no intuito de clivarem a extremidade 3’
do mesmo locus génico. As construgdes feitas com o plasmideo pL-CRISPR-
EFS_GFP foram digeridas com as enzimas Notl e BamH|, enquanto as construgdes
feitas com o plasmideo pL-lentiCRISPR-V2_Puro foram digeridas com as enzimas
Notl e EcoRI para confirmagao da clonagem (Figura 31). A sequéncia correta dos
clones contendo cada um dos gRNAs foi confirmada por sequenciamento de DNA e

analise de Bioinformatica.
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Figura 31: Confirmacgao da clonagem dos gRNAs nos plasmideos lentivirais utilizados para
nocauteamento do LINC01133. Os quatros plasmideos recombinantes construidos, em conjunto
com os plasmideos controles, foram digeridos com enzimas de restricdo especificas e, em seguida,
visualizados em gel de agarose 1%. A presenca do fragmento na faixa de 2Kpb indica o sucesso da
clonagem. M: marcador de peso molecular; ND: plasmideo ndo-digerido; D: plasmideo digerido.
3.4.9. Geragao da linhagem Hs578T nocauteada para o gene LINC01133

De posse dos clones contendo os plasmideos recombinantes, as particulas
virais recombinantes foram geradas por meio de transfeccdo da linhagem 293T,
conforme descrito em Materiais e Métodos. Além disto, células da linhagem 293T
foram transduzidas para realizar o calculo do titulo das particulas lentivirais (Figura

32). Para calcular o titulo das particulas lentivirais eGFP+, as células foram cultivadas

por 48h e a porcentagem de células eGFP+ foi analisada por citometria de fluxo.
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Observou-se que cerca de 12,4%, 12,8% e 41,3% das células transduzidas com o
vetor controle pL-CRISPR-EFS_GFP e com os vetores recombinantes LINC01133 1-
5'e LINC01133 2-5' eram eGFP+, respectivamente. A partir destas porcentagens, foi
realizado o calculo do titulo lentiviral. Para calcular o titulo das particulas lentivirais
resistentes a puromicina, as células foram cultivadas durante duas semanas, na
presencga de 2ug/mL de puromicina. Observou-se que cerca de 45, 40 e 86 col6nias
das células transduzidas com o vetor controle pL-lentiCRISPR-V2_Puro e com os
vetores recombinantes LINC01133 3-3' e LINC01133 4-3° eram resistentes a
puromicina, respectivamente. A partir destes numeros foi realizado o calculo do titulo

lentiviral.

(A) LINCO1133 1#5" eGFP+ (B) LINCO1133 2#5’ eGFP+

C) LINCO1133 3#3’ Puro D) LINCO1133 4#3' Puro
(@ (D)

Células 48h apds a transfecgdo

Figura 32: Células 293T transfectadas com os vetores recombinantes para producdo de
particulas lentivirais. As células 293T foram transfectadas com os plasmideos eGFP* contendo os
gRNAs LINCO01133 1-5' (A) e LINC0O1133 2-5' (B), e com os plasmideos resistentes a puromicina
contendo os gRNAs LINC01133 3-3' (C) e LINC0133 4-3' (D). Micrografias obtidas utilizando-se o
microscopio EVOS FL Cell Imaging Systems (Thermo Scientific), no aumento de 100X. Barra: 400um.

As células da linhagem Hs578T foram co-transduzidas com diferentes

combinacgdes das preparagdes lentivirais acima (uma construgdo GFP positiva + uma
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construgdo resistente a puromicina), gerando quatro populagdes de células
LINC01133_K.O designadas de acordo com os gRNAs utilizados: 1+ 3,1 +4,2+ 3
e 2 + 4. Para a co-transducgao, cada construcio lentiviral foi misturada com uma
suspensao de 5x103 células para se obter uma multiplicidade de infecgdo (MOI) de
10. As células foram, entéo, inoculadas em placas de 48 pocos e espinoculadas por 2
h a 28°C e 1.200rpm. O meio de cultura foi trocado apds 48h da transducgéo e 2ug/mL
de puromicina foram adicionados ao mesmo para inicio da selegao. As células co-
transduzidas com as preparacgdes lentivirais citadas acima se mostraram resistentes

a presencga da puromicina e GFP+, indicando o sucesso da transdugao (Figura 33).

Hs578T WT Hs578T CTR Hs578T K.O LINC (1+3)

Hs578T K.O LINC (1+4) Hs578T K.O LINC (2+3) Hs578T K.O LINC (2+4)

Células 96h apds a transdugdo

Figura 33: Células da linhagem Hs578T transduzidas com as particulas lentivirais do sistema
CRISPR/Cas9 para nocauteamento do gene LINC01133. Células Hs578T contendo as construgdes
lentivirais LINC01133 (eGFP*) + LINC01133 (resistentes a puromicina), ap6s 48h de selecdo com
puromicina. Micrografias obtidas utilizando-se o microscopio EVOS FL Cell Imaging Systems (Thermo
Scientific), no aumento de 100X. Barra: 400um.
3.4.10. Confirmagao do nocauteamento do LINC01133 nas linhagens transduzidas
Para verificar a eficiéncia de edigdo genémica das diferentes combinagdes de
gRNAs (1+3, 1+4, 2+3 e 2+4), as populagdes de células transduzidas foram

expandidas para extragdo de RNA e de DNA gendmico, conforme descrito em
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Materiais e Métodos. Conforme esperado, as linhagens Hs578T WT e Hs578T CTR
apresentaram niveis elevados de expressado do LINC01133. Observamos também
que, embora todas as populacbes K.O apresentaram reducdo significativa na
expressdo do IncRNA LINC01133, as diferentes combinacbes de gRNAs
apresentaram eficiéncias distintas na edigao genémica. A combinagdo de gRNAs 1+3
apresentou reducado completa na expressao do LINC0O1133 quando comparada com
as células Hs WT (Figura 34 A). Resultado semelhante foi observado no PCR
genbmico, tendo a edigdo gendmica completa sido confirmada apenas nesta

populagao de células (Figura 34 C e D).
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Figura 34: Confirmagdo do nocauteamento do LINC01133 nas linhagens geradas. (A) Anadlise da
expressdo do LINC01133 nas linhagens geradas. Os niveis de expressdao do LINC01133 foram
analisados por qRT-PCR, utilizando-se primers especificos, na linhagem Hs578T parental (Hs WT),
controle (Hs CTR) e naquelas co-transduzidas com diferentes combinag¢des de gRNAs (Hs K.O 1+3,
1+4, 2+3 e 2+4). O grafico representa a razao de fold change relativo a expressao na linhagem Hs578T
WT £ SEM. O gene enddgeno utilizado para normalizagéo foi o HPRT1. As analises estatisticas foram
feitas utilizando-se o teste de variancia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparacao
multipla Dunnett (*** P<0.0001). Foram realizados trés experimentos independentes, em ftriplicatas.
(B) PCR gendmico do LINC01133 nas linhagens geradas. As amostras foram visualizadas em gel de
agarose 1%, utilizando um primer controle (CHD7) e os primers inner e outer, os quais diferem entre si
na localizagdo genémica a partir do qual os mesmos foram desenhados (Inner e Outer — primers
desenhados, respectivamente, na regido interna e externa do locus do gene LINC01133). A auséncia
de amplificagdo do primer inner e a presenga de amplificagdo do primer outer nas linhagens
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transduzidas com a combinagdo de gRNAs 1+3 confirmam a delegdo génica do LINC01133. M:
marcador de peso molecular.

Além disso, para investigar a estabilidade do nocaute nesta populagdo de
células, coletamos amostras de passagens sequenciais para verificar o nivel de
expressao do LINC01133 e a porcentagem de células GFP+. Os niveis de expressao
do IncRNA mostraram-se constantemente reduzidos/ausentes em todas as
passagens analisadas (Figura 35), enquanto que o numero de células que expressam
GFP permaneceu acima de 97% ao longo das passagens (dados ndo mostrados).
Baseados nestes resultados, selecionamos a populacdo de células Hs578T KO
LINC01133 1+3 (Hs KO LINC) para investigar os efeitos fenotipicos da delegdo do

LINCO1133 nesta linhagem celular.
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Figura 35: Analise da estabilidade do nocauteamento do LINC071133 em diferentes passagens
celulares na linhagem HS KO LINC. Os niveis de expressdo do LINC01133 foram analisados por
gRT-PCR, utilizando-se primers especificos, nas linhagens Hs578T parental (Hs WT), controle (Hs
CTR) e nocauteada do LINC01133 (Hs KO LINC) em diferentes passagens celulares (PO, P5, P10,
P15, P20, P25). O grafico representa a razao de fold change relativo a expressao na linhagem MCF10A
WT. O gene enddgeno utilizado para normalizagéo foi o HPRT1.
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3.4.11. Caracterizagao das linhagens celulares geradas
3.4.11.1. Curva de crescimento celular

Para investigar a influéncia do IncRNA LINC01133 na taxa de proliferagao
celular foram realizados ensaios in vitro de curva de crescimento celular. Foram
realizados trés experimentos independentes, em ftriplicatas, com as linhagens
parentais MCF10A e Hs578T, com as linhagens controles e com aquelas transduzidas

com os vetores de superexpressao e nocauteamento do gene LINC01133.

Em relagdo ao conjunto de células relacionadas a superexpressdo do
LINCO1133, observou-se uma redugao consideravel, apés 7, 9 e 11 dias, na taxa de
proliferagdo das células superexpressando o LINC (10A LINC+ IND) quando

comparada com as linhagens 10A WT, 10A CTR e 10A LINC+ (Figura 36 A).
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Figura 36: Analise da taxa de proliferagao das linhagens superexpressando e nocauteadas para
o IncRNA LINC01133. A) Curva de crescimento referente as células MCF10A superexpressando o
LINCO01133. B) Curva de crescimento referente as células Hs578T nocauteadas para o LINC01133. Os
ensaios de curva de crescimento foram realizados inoculando-se 1x10* células em placas de 35mm de
diametro. Apés 1, 3, 5, 7, 9 e 11 dias de cultivo, estas células foram coletadas e contadas. Os dados
sdo apresentados como a média + SEM de trés experimentos independentes, realizados em
triplicata. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de varidancia Two-Way
ANOVA, seguido de teste de comparacédo multipla Bonferroni (**P<0.01, ***P<0.0001).

Por outro lado, em relagdo ao conjunto de células relacionados ao

nocauteamento do LINC01133, observou-se aumento consideravel, apos 9 e 11 dias,



144
na taxa de proliferacdo na linhagem nocauteada para o LINC01133 (Hs KO LINC),
embora, também tenha sido observado aumento na taxa de proliferagao da linhagem
controle (Hs CTR) (Figura 36 B). Conclui-se, portanto, que o LINC01133 pode ser um

importante regulador da proliferagéo celular nas linhagens analisada.

3.4.11.2. Ensaios de tumorigénese in vitro

Para investigar a influéncia do IncRNA LINCO01133 no processo de
tumorigénese, a capacidade das células de formar colonias foi avaliada através de
duas abordagens in vitro: ensaio de crescimento de coldénias em substrato sélido e em
suspensao de agarose. Foram realizados trés experimentos independentes, em
triplicatas, com as linhagens parentais MCF10A e Hs578T, com as linhagens controles
e com aquelas transduzidas com os vetores de superexpressao e nocauteamento do

gene LINC01133.

3.4.11.2.1. Ensaio de crescimento de colénias em substrato sélido

Para investigar a influéncia do LINC01133 na tumorigénese, medido através da
capacidade das células de formar colénias dependente de ancoragem, foram
realizados ensaios in vitro de crescimento de colbnias em substrato solido. Em relagéo
ao conjunto de células relacionadas a superexpressdo do LINC01133, n&o foi
observada formacgao de colénias na linhagem 10A LINC+ IND quando comparada com
as linhagens 10A WT, 10A CTR e 10A LINC+ (Figura 37 A e B), indicando a inibicao

da capacidade de formagao de colbnias dependente de ancoragem nestas células.
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Figura 37: Analise do potencial tumorigénico de células MCF10A superexpressando o IncRNA
LINCO01133 através do ensaio de crescimento de colénias em substrato sélido. A) Quantificagdo
do numero total de coldnias ao final do experimento. As coldnias foram quantificadas e fotografadas
manualmente. Os dados s&o apresentados como a média + SEM de trés experimentos
independentes, realizados em ftriplicata. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
teste de varidncia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparacdo multipla Bonferroni
(***P<0,05). B) Imagem representativa referente a cada linhagem celular ao final do experimento de
12 dias.

Enquanto isto, no conjunto de células relacionadas ao nocauteamento do
LINCO01133, observou-se um aumento significativo na capacidade de formagao de
colénias dependente de ancoragem na linhagem Hs KO LINC, quando comparada
com as demais linhagens. Além disso, um outro fator observado foi o aumento no
tamanho das colbnias, visivelmente maiores do que nas linhagens Hs WT e CTR

(Figura 38 A e B).
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Figura 38: Anadlise do potencial tumorigénico de células Hs578T nocauteadas para o IncRNA
LINC01133 através do ensaio de crescimento de colonias em substrato sélido. A) Quantificagdo
do numero total de col6nias ao final do experimento. As colbnias foram quantificadas e fotografadas
manualmente. Os dados s&o apresentados como a média + SEM de trés experimentos
independentes, realizados em ftriplicata. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
teste de varidncia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparacdo multipla Bonferroni
(***P<0,05). B) Imagem representativa referente a cada linhagem celular ao final do experimento de
12 dias.
3.4.11.2.2. Ensaio de crescimento de coldnias em suspensao de agarose

Para investigar a influéncia do gene LINC01133 na tumorigénese, medido
através da capacidade das células de formar col6nias independente de ancoragem,
foram realizados ensaios in vitro de crescimento de colénias em suspensido de
agarose. Em relagdo ao conjunto de células relacionadas a superexpressado do
LINCO01133, houve crescimento de colénias independente de ancoragem em todos as
linhagens analisadas, mas as linhagens 10A WT, 10A CTR e 10A LINC+
apresentaram um numero significativamente menor de col6nias (formam geralmente
1 Unica colbénia) quando comparadas com a linhagem 10A LINC+ IND (indugéo com

250ng/mL de Dox) (Figura 39 A). Um outro fato interessante a ser descrito é que as

colénias formadas nesta linhagem sao maiores e mais bem definidas (Figura 39 B),
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indicando que a superexpressao induzida do LINC01133 nestas células aumentou de

forma significativa o seu potencial tumorigénico.
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Figura 39: Analise do potencial tumorigénico de células MCF10A superexpressando o IncRNA
LINC01133 através do ensaio de crescimento de coldnias em suspensdo de agarose. A)
Quantificagdo do numero total de colénias ao final do experimento. Foram consideradas coldnias
apenas aquelas que apresentaram diametro maior do que 250um. Os dados sado apresentados como
a média + SEM de trés experimentos independentes, realizados em triplicata. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de variancia One-Way ANOVA, seguido de teste
de comparacao multipla Bonferroni (***P<0,05). B) Imagem representativa referente a cada linhagem
celular ao final do experimento de 21 dias. As colbnias foram fotografadas utilizando-se o microscépio
EVOS FL Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 40x. Barra: 2.000um.

Resultado semelhante foi observado no conjunto de células relacionadas ao
nocauteamento do LINC01133, onde a linhagem nocauteada (Hs KO LINC)
apresentou uma capacidade significativamente maior de formar colbnias
independente de ancoragem (Figura 40 A e B) quando comparada com as linhagens
parental (Hs WT) e controle (Hs CTR). A anélise desses dados em conjunto pode

inferir que, por meio de algum mecanismo, o LINC01133 regula o potencial

tumorigénico e metastatico destas linhagens celulares.
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Figura 40: Andlise do potencial tumorigénico de células Hs578T nocauteadas para o IncRNA
LINC01133 através do ensaio de crescimento de colénias em suspensdo de agarose. A)
Quantificagdo do numero total de coldnias ao final do experimento. Foram consideradas coldnias
apenas aquelas que apresentaram diametro maior do que 250um. Os dados séo apresentados como
a média + SEM de trés experimentos independentes, realizados em triplicata. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de variancia One-Way ANOVA, seguido de teste
de comparacgéo multipla Bonferroni (***P<0,05). B) Imagem representativa referente a cada linhagem
celular ao final do experimento de 21 dias. As coldnias foram fotografadas utilizando-se o microscépio
EVOS FL Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 40x. Barra: 2.000pm.

3.4.11.3. Ensaios de migragao celular in vitro

Para investigar a influéncia do IncRNA LINCO01133 no processo de migragao
celular, a capacidade migratéria destas células foi avaliada através de duas
abordagens in vitro, descritas em Materiais e Métodos: migragao por scratching e por
Transwell™. Foram realizados trés experimentos independentes, em triplicatas, com
as linhagens parentais MCF10A e Hs578T, com as linhagens controles e com aquelas
transduzidas com os vetores de superexpressdo e nocauteamento do gene
LINC01133.
3.4.11.3.1 Ensaio de migragao celular por scratching (wound healing)

Nesta abordagem, um risco continuo foi feito com o auxilio de uma ponteira de

200 pL numa monocamada confluente das células. Imagens do mesmo campo de
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cada pocgo foram obtidas no tempo de Oh e 24h e a diferenga na fragdo da area da

placa ocupada pelas células foi medida conforme descrito em Materiais e Métodos.

Em relagdo ao conjunto de células relacionadas a superexpressdo do
LINCO1133, pode-se observar que a linhagem 10A LINC+ IND apresentou um leve
aumento no potencial migratério, apdés 24 horas doo scratching, apenas quando
comparada com a linhagem 10A WT. No entanto, nenhuma diferenga significativa foi
observada quando a comparamos com a linhagem 10A CTR e 10A LINC+ (Figura 41
A e B). Diante deste fato, ndo podemos afirmar se o0 aumento no potencial migratério

destas células se deve a presenca do vetor ou do excesso do IncRNA LINC01133.
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Figura 41: Anélise do potencial migratério em células MCF10A superexpressando o IncRNA
LINC01133. A) O gréfico representa a quantificagdo da fragdo de area do risco preenchida pelas células
apos Oh e 24h do scratching. Os dados sdo apresentados como a média + SEM de trés
experimentos independentes, realizados em triplicata. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o teste de variancia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparacdo multipla
Bonferroni (**P<0,05). B) Imagens representativas referente a cada linhagem celular ao final do
experimento, nos tempos de Oh e 24h. As células foram fotografadas utilizando-se o microscépio
EVOS FL Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 100x. Barra: 400um.
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Ja em relagdo ao conjunto de células relacionadas ao nocauteamento do
LINCO01133, pode-se observar que a linhagem Hs578T nocauteada para o LINC01133
apresentou um potencial migratério significativamente maior, apos 24h do scratching,
quando comparada com a linhagem parental e a linhagem controle (Figura 42 A e B).
Conclui-se, portanto, que a auséncia do LINC01133 influencia no potencial migratério

das células Hs578T.
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Figura 42: Andlise do potencial migratério em células Hs578T nocauteadas para o IncRNA
LINC01133. A) O grafico representa a quantificagido da fragdo de area do risco preenchida pelas células
apos 0 e 24h do scratching. Os dados sédo apresentados como a média + SEM de trés experimentos
independentes, realizados em ftriplicata. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
teste de varidncia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparacdo multipla Bonferroni
(**P<0,05). B) Imagens representativas referente a cada linhagem celular ao final do experimento, nos
tempos de Oh e 24h. As células foram fotografadas utilizando-se o microscéopio EVOS FL
Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 100x. Barra: 400um.

3.4.11.3.2. Ensaio de migragao celular por Transwell™
Nesta abordagem, as células foram plaqueadas sobre insertos do tipo

Transwell™ em placas de 24 pogos e mantidas em cultura por 16h-18h, conforme
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descrito em Materiais e Métodos. Nenhuma diferenga significativa foi observada no
conjunto de células relacionadas a superexpressao do LINC01133 (Figura 43 A e B).
A partir destes resultados, em conjunto com os resultados obtido nos ensaios de
migrag&o por scratching, conclui-se, portanto, que a presenga do LINC01133 nao

possui influencia consideravelmente no potencial migratério da linhagem MCF10A.
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Figura 43: Andlise do potencial migratério em células MCF10A superexpressando o IncRNA
LINC01133. A) O grafico representa a quantificagdo do numero de células por campo nas linhagens
analisadas. Os dados sado apresentados como a média + SEM de trés experimentos
independentes, realizados em duplicata. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
teste de variancia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparacdo multipla Bonferroni. B)
Imagens representativas referente a cada linhagem celular ao final do experimento, em campo
microscopia de fase e de fluorescéncia (DAPI). As células foram fotografadas utilizando-se o
microscoépio EVOS FL Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 200x. Barra: 200um.

Corroborando os resultados obtidos no ensaio de migragdo por scratching,
observou-se, no conjunto de células relacionadas ao nocauteamento do LINC01133,
um aumento significativo e expressivo do potencial migratorio na linhagem Hs578T

nocauteadas para o LINC01133, quando comparada com a Hs WT e Hs CTR (Figura
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44 A e B). Conclui-se, portanto, que a auséncia do LINC01133 influencia no potencial

migratorio das células Hs578T.
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Figura 44: Andlise do potencial migratério em células Hs578T nocauteadas para o IncRNA
LINC01133. A) O grafico representa a quantificagdo do numero de células por campo nas linhagens
analisadas. Os dados sado apresentados como a média + SEM de trés experimentos
independentes, realizados em duplicata. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
teste de varidncia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparacdo multipla Bonferroni
(**P<0,05). B) Imagens representativas referente a cada linhagem celular ao final do experimento, em
microscopia de fase e de fluorescéncia (DAPI). As células foram fotografadas utilizando-se o
microscoépio EVOS FL Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 200x. Barra: 200um.

3.4.11.4. Ensaio de invasao celular in vitro

Para investigar a influéncia do IncRNA LINC01133 no processo de invasao
celular foram realizados ensaios de invasao celular, in vitro, conforme descrito em
Materiais e Meétodos. Foram realizados trés experimentos independentes, em

duplicatas, com as linhagens parentais MCF10A e Hs578T, com as linhagens
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controles e com aquelas transduzidas com os vetores de superexpressao e
nocauteamento do gene LINC01133.

Em relag&o ao conjunto de células relacionadas a superexpressao do LINC01133,
pode-se observar que a linhagem 10A LINC+ IND apresentou aumento significativo

no potencial invasivo quando comparada com as demais linhagens (Figura 45 A e B).
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Figura 45: Analise do potencial invasivo em células MCF10A superexpressando o IncRNA
LINC01133. A) O grafico representa a quantificagdo do numero de células por campo nas linhagens
analisadas. Os dados sado apresentados como a média + SEM de trés experimentos
independentes, realizados em duplicata. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
teste de varidncia One-Way ANOVA, seguido de teste de comparacdo multipla Bonferroni
(**P<0,05). B) Imagens representativas referente a cada linhagem celular ao final do experimento, em
microscopia de fase e de fluorescéncia (DAPI). As células foram fotografadas utilizando-se o
microscoépio EVOS FL Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 200x. Barra: 200um.

Ja em relagdo ao conjunto de células relacionadas ao nocauteamento do
LINCO01133, um aumento significativo e expressivo do potencial invasivo foi observado

na linhagem Hs578T nocauteadas para o LINC01133, quando comparada com a
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linhagem parental e a linhagem controle (Figura 46 A e B). Conclui-se, portanto, que

a auséncia do LINC01133 influencia no potencial invasivo das células Hs578T.

Hs578T WT

(B)

(A)

Invasao Transwell

(-]
o
]

@
o
1

(5]
o
L

N° de células por campo
F
T

o
L

Hs WT Hs CTR Hs KO LINC
Linhagens Celulares

Contraste de Fase DAPI

Figura 46: Analise do potencial invasivo em células Hs578T nocauteadas do IncRNA LINC01133.
A) O grafico representa a quantificagdo do nimero de células por campo nas linhagens analisadas. Os
dados sao apresentados como a média + SEM de trés experimentos independentes, realizados
em duplicata. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de variancia One-Way
ANOVA, seguido de teste de comparagdo multipla Bonferroni (**P<0,05). B) Imagens
representativas referente a cada linhagem celular ao final do experimento, em microscopia de fase e
de fluorescéncia (DAPI). As células foram fotografadas utilizando-se o microscépio EVOS FL
Fluorescence Cell Imagem System no aumento de 200x. Barra: 200um.

3.4.11.5. Imunofluorescéncia

Para investigar a influéncia do IncRNA L/INC01133 na morfologia celular e no
citoesqueleto foram realizadas reagcbes de imunofluorescéncia utilizando os
marcadores faloidina (para microfilamentos) e vimentina (para filamentos
intermediarios). As células da linhagem MCF10A sao epiteliais e costumam crescer
em ilhas, de maneira bastante organizada, caracteristica dos tecidos epiteliais.

Entretanto, na linhagem 10A LINC+ IND observamos uma clara mudanga no formato
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epitelial das células, possivelmente provocada por alteragdes no citoesqueleto (Figura
47 A). Os limites entre as células perdem em parte a sua defini¢cao e estruturas longas
e finas, semelhantes a pseuddpodes (Figura 47 B), séo vistos com grande frequéncia.
Essas caracteristicas podem estar relacionadas ao leve aumento da capacidade de

migracgao e invasao observada nestas células.
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Figura 47: Imunofluorescéncia em células MCF10A superexpressando o IncRNA LINC01133. A)
Conjuntos de células marcadas com faloidina (em vermelho). B) Conjunto de células marcadas com
vimentina (em vermelho). As imagens foram adquiridas utilizando o EVOS FL Fluorescence Cell
Imagem System (Life Technologies) em aumento de 200x. Barra: 200um.

As células da linhagem HS578T s&o tumorigénicas e, apesar de serem
epiteliais, perdem essa caracteristica. As células apresentam formato estrelado
semelhante a fibroblastos e emitem pseuddépodes bastante caracteristicos.
Entretanto, na linhagem Hs KO LINC observamos a perda, em parte, destas
caracteristicas. As células passam a apresentar formato ovalado e perdem
consideravelmente a capacidade de formar pseudopodes em grande quantidade
(Figura 48 A e B). Essas caracteristicas provavelmente estdo relacionadas ao
aumento de caracteristicas de malignidade observada nestas células, vistos nos

resultados dos experimentos anteriores.
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Figura 48: Imunofluorescéncia em células Hs578T nocauteadas para o IncRNA LINC01133. A)
Conjuntos de células marcadas com faloidina (em vermelho). B) Conjunto de células marcadas com
vimentina (em vermelho). As imagens foram adquiridas utilizando o EVOS FL Fluorescence Cell
Imagem System (Life Technologies) em aumento de 200x. Barra: 200um
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3.4.11.6. Analise da expressao de genes envolvidos na malignidade tumoral
Para compreender os possiveis efeitos do INncRNA LINC01133 nos processos
de apoptose, angiogénese, migragao e invasao celular, investigamos, por gRT-PCR,
a expressao de diferentes envolvidos na malignidade tumoral. Em relagao ao conjunto
de células relacionadas a superexpressao do LINC01133, foi observado que a
expressédo da maior parte dos genes (XIAP, TGF- 3, SATB1, CXCL12, VEGF-A e E-
CAD) foi reduzida nas linhagens 10A LINC+ e 10A LINC+ IND, embora também tenha
sido observado na linhagem 10A CTR, quando comparadas com a linhagem 10A WT.
O gene SPARC apresentou padrdo de expressdo divergente entre as linhagens
analisadas, enquanto que N-CAD néo teve sua expressao detectada. Diante disto, a
analise de todos estes genes precisa ser reavaliada. O uUnico gene que apresentou
um padrao de expressao destacado foi o COL3A17, o qual sua expressao aumento nas

linhagens 10A LINC+ e 10A LINC+ IND, quando comparas com as linhagens 10A WT

e 10A CTR (Figura 49).
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Figura 49: Andlise da expressdo de genes envolvidos na malignidade tumoral em células
MCF10A superexpressando o IncRNA LINC01133. (A) Analise da expresséo dos genes LINC01133,
XIAP, TGF-B, SPARC e CXCL12. B) Analise da expressao dos genes: SATB1, VEGF-A, COL3A1, E-
CAD e N-CAD. Os genes foram analisados por qRT-PCR e o gene enddgeno utilizado para
normalizacdo foi o HPRT1. Os dados apresentados sdo referentes a apenas um experimento
independente realizado em ftriplicatas e foram utilizados para nos dar uma viséo inicial e geral de
possiveis marcadores/vias alterados com a superexpressao do LINC01133 nas linhagens geradas.
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Ja em relagdo ao conjunto de células relacionadas ao nocauteamento do
LINCO01133, foi observado que a expressao do gene anti-apoptotico XIAP permaneceu
praticamente inalterada nas linhagens analisadas. Para os genes associados aos
processos de tumorigénese e transicdo epitélio-mesenquimal TGF-B, SPARC e
SATB1 foi observado o aumento da expressado na linhagem nocauteada para o
IncRNA LINC01133 (Hs KO), enquanto que para o gene E-CAD foi observada a
diminuicdo da expressao nesta mesma linhagem, quando comparado com as
linhagens parental (Hs WT) e controle (Hs CTR). O gene CXCL12 apresentou sua
expresséao reduzida nas linhagens Hs CTR e Hs KO, enquanto que o N-CAD nao teve
sua expressao detectada, o qual necessita ser reavaliado, visto que é importante na
transicéo epitélio-mesenquimal. O gene VEGF-A apresentou aumento da expresséo
nas linhagens Hs CTR e Hs KO, enquanto COL3A7 apresentou aumento de

expressao na linhagem Hs KO (Figura 50).
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Figura 50: Andlise da expressdo de genes envolvidos na malignidade tumoral em células Hs578T
nocauteadas para o IncRNA LINCO01133. (A) Analise da expressao dos genes LINC01133, XIAP,
TGF-B, SPARC e CXCL12. B) Anélise da expressao dos genes: SATB1, VEGF-A, COL3A1, E-CAD e
N-CAD. Os genes foram analisados por qRT-PCR e o gene enddgeno utilizado para normalizagao foi
o0 HPRT1. Os dados apresentados sao referentes a apenas um experimento independente realizado
em triplicatas.
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3.5. DISCUSSAO
Com o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento do genoma e de
transcriptoma foi estimado que cerca de 85% do genoma é ativamente transcrito,
sendo a maior parte referente a transcricdo de RNAs nao codificadores de proteinas
[Djebali et al., 2012]. RNAs longos n&o codificadores pertencem a uma grande classe
de RNAs nao codificadores que apresenta comprimento maior que 200 nucleotideos,
sendo frequentemente expressos em padrao espacial, temporal e tecido especifico
[Derrien et al., 2012]. Numerosos estudos tém mostrado que essas moléculas estao
envolvidas em uma ampla gama de processos celulares/biolégicos incluindo a
iniciagcao e progressao do ciclo celular, diferenciagao, reprogramacéao da pluripoténcia
de células-tronco, modulacido da apoptose, entre outros [Mercer et al., 2009; Fatica et
al., 2014; Payer & Lee, 2014]. No entanto, a desregulagao destas moléculas tem sido
relatada em varias doencas, incluindo o cancer de mama triplo negativo (TNBC),
desempenhando importantes papeis na Biologia da doenga através da regulagao da
expressao génica [Tian et al.,, 2018; Zhang et al., 2020]. Muitos deles atuam
promovendo o desenvolvimento do cancer e de metastases e a resisténcia a drogas,
exibindo, portanto, importante relevancia clinica [Prensner & Chinnaiyan, 2011]. A
expressao tecido especifica dos IncRNAs pode servir como um biomarcador
clinicamente util para diferenciar tecidos normais de tumorais, assim como, também,
para a classificacdo dos subtipos do cancer de mama. Diante disto, os IncRNAs
podem ser utilizados no diagndstico, progndéstico e atuar, também, como potenciais
alvos terapéuticos [Lv et al., 2016; Pecero et al., 2019].
Em busca de identificar e caracterizar novos marcadores nao proteicos que
estejam relacionados com a progressédo do cancer de mama triplo negativo (TNBC),

no presente trabalho, analisou-se, inicialmente, a expressdo de 10 RNAs longos nao
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codificadores de proteinas (IncRNAs) frente a um painel de linhagens celulares
humanas de cancer de mama que apresentam diferentes graus de malignidade e
potencial metastatico, sendo duas linhagens né&o-tumorigénicas (MCF12A e
MCF10A), uma linhagem referente ao subtipo molecular luminal A (MCF-7), uma
linhagem referente ao subtipo molecular luminal B (ZR-75-1), uma linhagem referente
ao subtipo molecular HER2+ (SK-BR-3) e duas linhagens referentes ao subtipo
molecular basal-likeltriplo negativo (MDA-MB-231 e Hs578T).

Os resultados da andlise de expressdo génica dos IncRNAs selecionados
mostraram alguns dados interessantes. Alguns INcRNAs, como o BANCR e o TERC,
apresentaram padroes de expressdo variaveis estre as linhagens analisadas,
evidenciado que nao possuem relagdo com a progressao do carcinoma mamario. O
INcRNA GHET1 apresentou elevada expressao na linhagem tumorigénica luminal B
ZR-75-1 e o seu papel necessita ser melhor investigado, visto que nao existem
estudos de caracterizacdo do mesmo nesta linhagem. Um estudo recente relatou, in
vitro e in vivo, o seu papel na linhagem tumorigénica luminal A MCF-7, onde o seu
silenciamento suprimiu a proliferacdo, migragdo e invasao celular e aumentou a
apoptose celular ao manter as células na fase G1 do ciclo celular [Han et al., 2019].
Em outro estudo recente, foi observado que a expressdo do GHET1 pode ser induzida
por hipdxia levando a ativagao excessiva da via de sinalizagao Hippo/YAP e, com isto,
promovendo a progressao do TNBC. Neste estudo foi realizado o silenciamento do
GHET1 nas linhagens tumorigénicas triplo negativas HCC1937 e MDA-MB-468, tendo
sido observado redugao significativa na proliferagédo, viabilidade e invasao destas
células, além da diminuigdo dos niveis de consumo de glicose e de producéo de

lactato sob condi¢do de hipoxia [Wang & Liu, 2021].
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Os IncRNAs MA-LINC1, HULC, CCAT1, FOXCUT e HOTAIRM1 apresentaram
elevada expressao nas linhagens nao-tumorigénicas MCF10A e MCF12A quando
comparados com as demais linhagens celulares, sugerindo um potencial papel de
supressores tumorais. Estudos que investigam o papel destes INcRNAs na progressao
do cancer de mama sao extremamente escassos, tornando-os alvos promissores para
futuros estudos. O MA-LINC1 (RNA longo intergénico nao codificador associado a
mitose 1) é descrito por ser transcricionalmente regulado pelo fator de transcrigao
E2F1, exibindo um papel importante na regulagao do ciclo celular. O alto nivel de
expressdo do MA-LINC1 em pacientes com céncer de mama esta relacionado a
diminuicdo da sobrevivéncia, e seu silenciamento sensibiliza as células cancerigenas
para o efeito apoptético da droga Paclitaxel [Bida et al., 2015]. No entanto, o papel e
0 mecanismo de acado do IncRNA MA-LINC1 na progressdo do TNBC permanecem
desconhecidos, necessitando ser melhor investigados. O IncRNA altamente
superexpresso em cancer de figado, HULC, foi o primeiro IncRNA identificado como
sendo altamente expresso no carcinoma hepatocelular, atuando como um IncRNA
oncogénico [Panzitt et al., 2007]. Sua elevada expressao ja foi relatada em outros tipos
de céncer tais como no cancer de estbmago, no cancer colorretal e no cancer de
mama [Shi et al., 2016; Xian et al., 2018; Dong et al., 2019]. Divergindo dos nossos
resultados, dois estudos relataram que HULC é superexpresso em pacientes e
linhagens celulares de TNBC estando associado com o status de malignidade e um
mau prognostico. O silenciamento do HULC nas linhagens triplo negativas MDA-MB-
231 e BT549 inibiu a metastase através da redugao da expressao de MMP-2 e MMP-
9 [Shi et al., 2016; Wang et al., 2019]. Baseado nestes dados, a expressao deste

IncRNA necessita ser reavaliada em nosso painel de linhagens celulares.
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O IncRNA CCAT1 (transcrito 1 associado ao cancer de célon) apresenta dados
divergentes relatados na literatura em relagdo a sua expressao no cancer de mama.
Em um estudo, realizado com 74 pares de tecidos normais e tumorais de mama
derivados da populagao iraniana de Isfahan, foi observado baixos niveis de expressao
do CCAT1 nos tecidos tumorais quando comparados com os tecidos normais [Azadeh
et al., 2021], corroborando o observado em nossa analise de expressao génica, na
qual o CCAT1 exibiu expressao apenas nas linhagens n&o-tumorigénicas MCF10A e
MCF12A. Em contrapartida, em outros dois estudos o oposto foi observado. Em um
deles, realizado com 94 pares de tecidos normais e tumorais da mama, foi observado
niveis de expressdo do CCAT1 significativamente maiores nos tecidos tumorais
quando comparados com tecidos normais, sendo considerado um potencial marcador
de progndstico na progressdo do cancer de mama [Zhang et al., 2015]. No outro, foi
relatado a ocorréncia de maiores niveis de expressao do CCAT1 em tecidos/linhagens
celulares de TNBC quando comparados com tecidos/linhagens normais da mama.
Neste trabalho, foi descoberto que o CCAT1 tem como importantes alvos 0 microRNA
miR-218 e a proteina dedo de zinco ZFX e que seu silenciamento inibiu a progressao
do TNBC in vitro e in vivo [Han et al., 2019]. Diante disto, o papel do CCAT1 na
progressdo do cancer de mama necessita ser melhor investigado, devido aos
escassos e divergentes relatos na literatura.

O IncRNA FOXCUT (transcrito 1 a montante do promotor FOXC1) foi
inicialmente identificado através de analises de Bioinformatica e descrito por
apresentar maior expressdo em TNBC do que nos outros subtipos de cancer de
mama. A expressdo do FOXCUT e do seu gene adjacente FOXC1 estao
positivamente correlacionadas, atuando em conjunto na forma de um par IncRNA-

MRNA e promovendo proliferacdo e metastases através da ativagcédo da via PI3K/Akt
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[Zhang et al., 2020]. O silenciamento do FOXCUT nas linhagens celulares triplo
negativas MDA-MB-231 e MDA-MB-468 inibiu a proliferagdo e migragéao in vitro,
indicando um possivel envolvimento na progressdo do TNBC [Liu ef al., 2015]. Este &
0 unico estudo que investigou o papel deste INcRNA no cancer de mama e os dados
observados divergem da nossa analise de expressao génica, na qual observamos
uma maior expressao nas linhagens nao-tumorigénicas MCF10A e MCF12A.

Por fim, o IncRNA HOTAIRM1, segue o mesmo padrdao do FOXCUT e tendo
sido relatado como sendo superexpresso em TNBC, em um estudo de Bioinformatica
que interligou a expressao de diversos INcCRNAs com os diferentes subtipos de cancer
de mama através de dados obtidos do projeto “The Cancer Genome Atlas”
desenvolvido pelo National Institutes of Health (NIH). Neste estudo, foi descrito que a
expressdo do HOTAIRM1 e do seu gene adjacente HOXA71 ¢ altamente
correlacionada, mas que nao exibia envolvimento com o cancer [Su et al., 2014]. No
entanto, estudos recentes tém mostrado o envolvimento deste INcCRNA na progresséo
de diversos tipos de cancer, tais como: glioblastoma multiforme [Li et al., 2018],
cancer de endomeétrio [Li et al., 2019], cancer de tireoide [Li et al., 2021] e cancer de
mama [Kim et al., 2020]. Especificamente no cancer de mama, a expressao do
HOTAIRM1 esta correlacionada com o HOXA1, estando ambos superexpressos em
linhagens MCF-7 resistentes ao tamoxifeno. Estes autores mostraram que HOTARM1
interage com a metiltransferase EZH2 e impede que o complexo repressivo polycomb
2 (PRC2) ligue-se ao promotor do HOXA1, regulando sua expressao. O silenciamento
do HOTAIRM1 restaurou a sensibilidade ao tamoxifeno, podendo vir a ser um
potencial alvo terapéutico para pacientes de cancer de mama do tipo luminal A que

adquirem resisténcia ao tamoxifeno [Kim et al., 2020].
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Em contrapartida aos IncRNAs listados até aqui, o CYTOR (LINC00152) exibiu
elevados niveis de expressao nas linhagens tumorigénicas triplo negativas MDA-MB-
231 e Hs578T, quando comparados com as demais linhagens celulares, corroborando
os dados da literatura e sugerindo um potencial papel oncogénico para este INncCRNA.
CYTOR é um IncRNA intergénico localizado a mais de 100 kb do gene codificador
mais proximo PLGLBZ2 (Plasminogen Like B2). Diversos estudos tém descrito a
associacdo da expressdo do CYTOR com o desenvolvimento tumoral. A
superexpressao do CYTOR ja foi descrita em diversos tipos de cancer, tais como:
estdbmago, pulmao e figado [Lyer et al., 2015], além de ser descrita em todos os
subtipos do cancer de mama, promovendo proliferacdo e metastase das células
cancerigenas [Van Grembergen et al., 2016]. Este IncRNA atua através da competicéo
com microRNAs enddgenos, induzindo a tradugdo de RNAs mensageiros alvos destes
microRNAs, ou através do silenciamento transcricional de genes supressores
tumorais, levando a proliferacdo celular e a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT)
[Seo et al., 2019]. O silenciamento do CYTOR na linhagem triplo negativa MDA-MB-
231 reduziu significativamente a proliferacdo e migragdo celular, devido a
modificagdes nas vias do EGFR e do mTOR, além de ter ocasionado mudangas
importantes na morfologia celular, através da reorganizagao dos filamentos de actina
do citoesqueleto, tornando-o um potencial alvo para terapias futuras [Van Grembergen
et al., 2016].

Dentre os 10 IncRNAs analisados, o LINC01133 mostrou-se o mais
interessante e promissor. Em nossa analise de expressao génica, observou-se
elevado nivel de expressao do LINC01133 na linhagem tumorigénica triplo negativa
Hs578T e baixos niveis de expressdo nas linhagens nao-tumorigénicas MCF10A e

MCF12A, corroborando os dados presentes na literatura, sendo que, em um estudo
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foi observado o mesmo padrao de expressdo do LINC071133 em um painel com
diversas linhagens celulares de cancer de mama, incluindo a linhagem Hs578T [Tu et
al., 2019]. Localizado no cromossomo 1923.2, o LINC01133, foi inicialmente descrito
como um IncRNA oncogénico no carcinoma de células escamosas do pulmao [Zhang
et al., 2015] e, posteriormente, a desregulagdo da sua expresséo foi relatada nos mais
diversos tipos de tumores, atuando, em alguns, como um IncRNA oncogénico e, em
outros, como um IncRNA supressor tumoral, de maneira tecido-dependente [Huang et
al., 2018; Kong et al., 2018]. Atuando como um IncRNA oncogénico, o LINC01133
apresentou elevada expressao em tecidos e linhagens celulares de osteosarcoma
quando comparado com tecidos e linhagens celulares nao-tumorigénicas. O
silenciamento do LINC01133, em linhagens celulares de osteosarcoma, inibiu
significativamente a proliferagdo, migragao e invasao celular. Foi descrito que nesses
tumores, o LINC01133 funciona como esponja, ligando-se ao microRNA supressor
tumoral miR-442a, impedindo, assim, sua agao [Zeng et al., 2018]. Elevado nivel de
expressdo do LINCO0O1133 foi descrito, também, no adenocarcinoma ductal
pancreatico. A superexpressao do LINC01133 nestes tumores estava associada com
a metilagdo e o silenciamento do gene DKK1, sendo responsavel por codificar o
inibidor da sinalizagdo Wnt DKK1, resultando no aumento da expresséo de genes da
via de sinalizagdao Wnt, tais como MMP-7, B-catenina e Wnt-5a, e promovendo, desta
forma, a proliferagdo, migragéo e invasao celular destes tumores [Weng et al., 2019].
Atuando como um IncRNA supressor tumoral, foi descrito baixos niveis de expressao
do LINC01133 em amostras de pacientes com carcinoma de células escamosas orais,
quando comparadas, com amostras de pacientes normais. A superexpressao do
LINC0133 em linhagens celulares deste carcinoma inibiu a proliferagdo e invasao,

enquanto o silenciamento exibiu efeitos opostos. Nestes tumores, o LINC01133 teria
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como alvo o fator de crescimento/diferenciacéo 15 (GDF15), uma citocina pertencente
a superfamilia do TGF-[3, atuando através de um loop de regulagéo por feedback com
este fator [Kong et al., 2018]. No cancer colorretal, foi relatado baixos niveis do
LINC01133 quando comparado com tecidos normais [Zhang et al., 2017]. Em um outro
estudo, foi descrito que o LINC01133 regula a EMT em linhagens celulares de cancer
colorretal, através da interagdo com o SRSF6, um fator de splicing alternativo
responsavel por promover a EMT e a metastase. O aumento do TGF-f inibiria a
expressao do LINC01133, levando a indu¢do da EMT pelo SRSF6. Por outro lado, a
diminuicdo do TGF- B resulta no aumento da expresséo do LINC01133, o qual interage
com 0 SRSF6 e inibe a EMT. Estes dados indicam que o LINC01133 pode servir como
biomarcador de prognéstico para estes tumores [Kong et al., 2016].

O papel do LINC01133 também ja foi descrito no cancer de mama. No primeiro
trabalho, desenvolvido no ano de 2019 por Song e colaboradores, foi descoberto que
a expressao do LINC001133 foi significativamente reduzida em tecidos de cancer de
mama, em comparagao com tecidos normais, estando associada a progressao e mau
progndéstico em pacientes com cancer de mama. O silenciamento do LINC01133 na
linhagem luminal A MCF-7 e na linhagem triplo negativa MDA-MB-231 levou ao
aumento da viabilidade, da migracdo e da invasdo celular. Em contrapartida, a
superexpressao do LINC01133 reduziu a viabilidade, a migragao e a invasao destas
células, revelando que o LINC01133 pode regular negativamente estes processos,
atuando como supressor tumoral. /n vivo, utilizando células da linhagem MDA-MB-231
silenciadas para o LINC01133 e aplicadas em camundongos, foi relatado lesdes
metastaticas maiores e em maior quantidade quando comparado com O grupo
controle. Por fim, foi descrito que o potencial alvo de LINC01133 é o gene SOX4,

inibindo sua expressao [Song et al., 2019]. Em outro trabalho, desenvolvido também



168
no ano de 2019 por Tu e colaboradores, o papel do LINC01133 foi avaliado levando
em consideracdo o microambiente tumoral do cancer de mama triplo negativo.
Inicialmente, a expressao do LINC01133 foi analisada em um painel com diversas
linhagens de TNBC. Um dado interessante a se notar € que a expressdo do
LINC0O1133 foi divergente entre as linhagens analisadas, apresentando elevados
niveis de expressdo nas linhagens HCC70, Hs578T e MDA-MB-468, niveis de
expressao levemente elevados nas linhagens HCC1937, BT-20 e BT549 e baixos
niveis nas linhagens HCC1143 e MDA-MB-231, quando comparado com a linhagem
nao-tumorigénica MCF10A. Isto pode indicar que o LINC01133 apresenta papeis
distintos dependendo da linhagem de TNBC a ser estudada. Além disto, os niveis de
expressdo do LINCO1133 foram significativamente maiores em linhagens de TNBC
quando comparado com linhagens dos outros subtipos tumorais. Foi relatado,
também, que células tronco mesenquimais presentes no microambiente tumoral
induzem fortemente a expressao do LINC01133 em células de TNBC vizinhas. Neste
estudo, a superexpressao do LINC01133 nas linhagens MCF10A e MDB-MB-231 néo
foi capaz de induzir a EMT, mas estimulou a expressdo dos marcadores de células-
tronco tumorais ALDH1+ e CD44+/CD24- [Tu el a., 2019].

A partir dos nossos resultados e dos dados presentes na literatura, o
LINC01133 pode ser considerado como um marcador tumoral promissor e, diante
disto, foi escolhido como alvo de estudo. Por ser um IncRNA descrito recentemente,
ainda sdo escassos os trabalhos que investigam o seu papel funcional durante a
progressdo do cancer de mama, especificamente para o subtipo triplo negativo
(TNBC), necessitando ser melhor investigado. Para tentar descobrir o potencial papel
do IncRNA LINCO01133 no modelo celular de céncer de mama triplo negativo,

experimentos de ganho e perda de fungdo foram realizados, in vitro, Para tanto,
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superexpressamos o LINC01133 na linhagem nao-tumorigénica MCF10A, utilizando
um sistema lentiviral de superexpressao indutivel por doxiciclina, e nocauteamos o
LINC0O1133 na linhagem tumorigénica triplo negativa Hs578T, utilizando o sistema
CRISPR/ Cas9. A superexpressao e o nocauteamento foram confirmados com éxito.

Os primeiros resultados referentes a caracterizagao funcional do conjunto de
células relacionadas a superexpressao do LINC01133 mostraram alteracoes
importantes nas taxas de proliferagcdo e no crescimento dependente de ancoragem
destas células. Foi observado que houve diminuicdo significativa na taxa de
proliferagdo e inibicdo do crescimento de colbnias dependente de ancoragem na
linhagem 10A LINC+ IND. Alguns possiveis mecanismos podem ser descritos para
justificar estas alteragdes. O primeiro baseia-se na redugao da expressao da proteina
anti-apoptética XIAP, a qual possui um papel critico na promogéao da sobrevivéncia
celular e na manutencéo da homeostase celular (balango entre proliferagao e morte
celular), através da regulagcdo da apoptose. Este processo € iniciado por uma ampla
gama de sinais responsaveis por ativar receptores especificos de morte celular
presentes na membrana (via extrinseca) e/ou vias intracelulares nas mitocondrias
controladas por membros da familia Bcl2 (via intrinseca), as quais convergem na
ativacdo de caspases efetoras especificas promotoras das principais formas de
apoptose [Obexer & Ausserlechner, 2014]. XIAP pertence a um extenso grupo de
proteinas inibidoras da apoptose e sua expressao tem sido descrita em tecidos
normais e cancerigenos [Vischioni et al., 2006; Mohamed et al.; 2017]. Esta proteina
exibe trés dominios importantes responsaveis pela ligagao e inibicdo das caspases 3,
7 e 9, inibindo, desta forma, a apoptose [Shrikhande et al., 2006]. Diante disto, o
reduzido nivel de expressédo de XIAP observado na linhagem 10A LINC+ IND, nao

seria suficiente para inibir a acdo das caspases, levando a uma maior ativagao das
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vias da apoptose e, consequentemente, interferindo na proliferagdo e na
sobrevivéncia destas células.

O segundo baseia-se no fator de transcricdo dedo de zinco KLF4. MCF10A é
uma linhagem de células epiteliais mamarias espontaneamente imortalizadas, nao-
tumorigénicas, derivada de tecido fibrocistico humano. E considerada uma célula
epitelial normal da mama por ser quase diploide, apresentar cariétipo estavel e
importantes caracteristicas do epitélio normal da mama, tais como auséncia de
tumorigenicidade, incapacidade de crescer independente de ancoragem e capacidade
de formar mamosferas em cultura. Por ndo expressar os receptores hormonais de
estrogénio e progesterona, além do receptor HER2, é considerada uma linhagem nao-
tumorigénica triplo negativa [Soule et al., 1990; Debnath et al., 2003]. Na literatura ja
foi descrito que cerca de 70% das linhagens triplo negativas expressam baixos niveis
de KLF4 [Nagata et al., 2017]. No entanto, foi relatado que a superexpressédo do
LINCO01133 na linhagem MCF10A induziu fortemente a expressao do KLF4 [Tu et al.,
2020]. KLF4 é descrito por induzir a parada do crescimento, inibindo a proliferagao
celular através da regulacdo de genes-chave do ciclo celular, bloqueando, desta
forma, a progressdo G1/S do ciclo [Shi & Ai, 2013]. Além disso, o silenciamento do
KLF4 na linhagem MCF10A levou ao aumento significativo na proliferacdo destas
células, através do aumento da expressdo do EGFR [Roberts et al., 2020].
Complementando estes dados, nossos resultados indicaram a redugao na expressao
da E-caderina, podendo ser um fator adicional para a inibicdo do crescimento
dependente de ancoragem observado nestas células, visto que num estudo que
utilizou uma linhagem MCF10A deficiente de E-caderina foi observada redug&o na
adesao célula-substrato, além da diminuicdo da expressao de genes envolvidos neste

processo, tais como ITGA1, COL12A1, entre outros [Chen et al., 2014].
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Outros paréametros analisados, referentes a caracterizagdo funcional do
conjunto de células relacionadas a superexpressao do LINC01133, foi o crescimento
de colbénias independente de ancoragem e a capacidade de migragao e invasao
destas células. Foi observado que houve um aumento significativo no crescimento de
col6nias independente de ancoragem, além de um leve aumento na capacidade de
migragédo (visto apenas no ensaio de migragcdo por scratching) e invasdo destas
células. Células normais, como a linhagem MCF10A, sdo impedidas de crescer
independente de ancoragem, devido a anoikis, um tipo particular de morte apoptotica
[Taddei et al., 2012]. Por outro lado, células transformadas exibem a capacidade de
crescer e se dividir sem se ligar a um substrato, caracteristica essa observada na
linhagem 10A LINC+ IND e também descrita no trabalho desenvolvido por Tu e
colaboradores, os quais também realizaram a superexpressdo do LINC01133 na
linhagem MCF10A [Tu et al., 2019]. O mecanismo que leva a transformacao destas
células ainda nao foi desvendado, embora ja tenha sido sugerido que estas células
podem sofrer transformagao espontanea, mas sem apresentar potencial tumorigénico
[Shi & Ai, 2013].

No presente trabalho, hipotetizamos que a transformacido observada nestas
células pode estar relacionada ao aumento consideravel da expressdo do COL3AT,
gene responsavel por codificador o colageno tipo Ill. Componente importante do
microambiente tumoral, a matriz extracelular desempenha fun¢des importantes no
desenvolvimento tumoral. Os colagenos sdo as principais proteinas estruturais da
matriz extracelular e sua interagdo com as células é responsavel por controlar diversas
atividades celulares, incluindo a migragao e invasao [Lu et al., 2012; Yeh et al., 2012;
Zhang et al., 2013]. O aumento na expressao e deposi¢cao de colageno é descrito por

estar associado ao desenvolvimento tumoral e progressao, através da formacéo de
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redes no tecido tumoral. Diversos trabalhos relataram que o aumento na deposigao
de colageno aumenta a rigidez e densidade do tecido mamario, sendo considerados
importantes fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama [Provenzano
et al., 2006; Provenzano et al., 2008]. Elevados niveis de expressdo do COL3A71 tém
sido relatados em diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de mama triplo
negativo, estando associados ao desenvolvimento tumoral [Liu et al., 2010; Xiong et
al., 2014; Engqvist et al., 2019; Shi et al., 2020]. Diante disto, o elevado nivel de
expressao do COL3A1, associado a leve reducdo da expressdo da E-caderina,
justificaria 0 aumento do crescimento de coldnias independente de ancoragem, assim
como, também, o leve aumento da capacidade migratdria e invasiva observada na
linhagem 10A LINC+ IND.

No cancer de mama, os IncRNAs atuam por diversos mecanismos, incluindo o
recrutamento de enzimas modificadoras da cromatina e modulando componentes
epigenéticos [Hu et al., 2012]. Na literatura foi demonstrado que a hipermetilagao de
ilhas CpGs do gene CDH1, responsavel por codificar a E-caderina, resultou na
reducdo de sua expressao, estando associado com a EMT em diferentes carcinomas
humanos, incluindo o cancer de mama [Nas et al., 200; Chang et al., 2002; Lombaerts
et al., 2006]. Além disso, Tu e colaboradores relataram que a superexpressao do
LINCO01133 na linhagem MCF10A estimulou a expressao do marcador ALDH1+ e de
populagao de células CD44+/CD24- [Tu et al., 2019]. Células CD44+ expressam altos
niveis da proteina FOXO1, devido a sua desmetilacdo, estando também associado
com a repressao da expresséo da E-caderina e indugao da EMT [Novak et al., 2012].
A superexpressao de IncCRNAs e seu papel na indugao da EMT tem sido descritos no
cancer de mama. A superexpressdo do linc-ROR induziu o processo de EMT em

células epiteliais mamarias humanas [Hou et al., 2014], enquanto que a
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superexpressao do LINC00617 induziu a EMT através da ativagédo da transcrigao do
SOX2 em linhagens celulares de céncer de mama [Li et al., 2017]. Por fim, a
superexpressao do INCRNA-HIT levou ao aumento da EMT induzida por TGF- em
linhagens celulares de cancer de mama [Richards et al., 2015]. Estes dados podem
embasar o que foi observado em nossos resultados, indicando que a superexpressao
do LINC01133 na linhagem MCF10A pode contribuir, via redugcédo da E-caderina, para
o leve aumento da capacidade de migragao e invasao. No entanto, isto nao seria
suficiente para induzir a EMT na linhagem 10A LINC+ IND, conforme ja descrito na
literatura [Tu et al., 2019].

Por fim, o ultimo parédmetro analisado no conjunto de células relacionadas a
superexpressao do LINC01133, foi a alteragdo na morfologia celular, visto através de
reacbes de imunofluorescéncia, utilizando os marcadores faloidina e vimentina.
Alteragcdes morfolégicas importantes foram observadas na linhagem 10A LINC+ IND,
tais como a mudanga no formato epitelial das células, perda parcial dos limites
celulares e a presenca de estruturas longas e finas, semelhantes a pseudopodes. A
reducdo da expressdo da E-caderina observada nestas células possivelmente
contribui para estas alteracbes. Em um estudo que utilizou uma linhagem MCF10A
deficiente de E-caderina foram observadas alteragbes importantes no arranjo
citoesquelético de actina e de tubulina, apresentando caracteristicas semelhantes
aquelas encontradas em nossos resultados [Chen et al., 2014]. Linhagens celulares
de cancer de pancreas que superxpressavam o LINC01133, apds indugdo com
periostina, também apresentaram diminuicdo na expressdo de E-caderina e os
mesmos padrdes de alteracbes morfoldgicas observado em nossos resultados [Liu et

al., 2021].
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Nossos dados, referentes ao conjunto de células relacionadas ao
nocauteamento do LINC01133, mostraram aumento significativo, na linhagem Hs KO
LINC, em todos os parametros analisados: na taxa de proliferagdo, no crescimento de
colonias dependente e independente de ancoragem e na capacidade migratéria e
invasiva destas células. Estes resultados indicam que o IncRNA LINC01133 exerce
um importante papel supressor tumoral no cancer de mama triplo negativo, estando
de acordo com os dados ja descritos na literatura. O silenciamento do LINC01133 na
linhagem triplo negativa MDA-MB-231 promoveu significativamente a proliferagao, a
migragdo e invasao, enquanto que a sua superexpressao exibiu efeitos opostos,
revelando que o LINC01133 regula negativamente estes processos. A expressao do
LINCO1133 na linhagem triplo negativa MDA-MB-231 €& importante para reprimir a
expressao do fator de transcricdo SOX4 através do recrutamento de EZH2 para o
promotor do SOX4 [Song et al., 2019]. Este mesmo papel pode ser exercido pelo
LINC01133 na linhagem triplo negativa Hs578T, a qual foi utilizada em nosso estudo,
embora esta linhagem apresente niveis mais elevados de expressao de LINC01133,
quando comparada, com a linhagem MDA-MB-231. A diferenga na expressao do
LINCO1133 nestas células pode ser justificada pelas diferentes caracteristicas
observadas entre elas. A linhagem MDA-MB-231 é derivada de efusao pleural, sendo
classificada patologicamente como adenocarcinoma n&o-invasivo e pouco
diferenciada (grau histologico lll). Por outro lado, a linhagem Hs578T é derivada de
tumor primario, sendo classificada patologicamente como carcinosarcoma ductal
invasivo e também é pouco diferenciada (grau histolégico Ill). Devido a estas
caracteristicas, estas células sdo mais agressivas, apresentando maior potencial
tumorigénico e metastatico quando comparada com a linhagem MDA-MB-231

[Chavez et al., 2010].
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O aumento na taxa proliferativa e no crescimento de colénias dependente de
ancoragem da linhagem Hs KO LINC estao possivelmente relacionadas a expressao
do KLF4, um importante regulador da proliferagao celular e de stemness (capacidade
de uma célula para perpetuar sua linhagem, de originar células diferenciadas e de
interagir com o microambiente) no cancer de mama triplo negativo [Yu et al., 2011].
Células-tronco tumorais, descritas por serem abundantes no TNBC, exibem
propriedades de stemness, sendo responsavel por sustentar a progresséo tumoral,
através do aumento da capacidade proliferativa e metastatica [Aponte & Caicedo,
2017]. Tem sido descrito que o LINC01133 é um importante ativador da expresséao
do KLF4 em células de cancer de mama triplo negativo, regulando negativamente
estes processos. Cerca de 68% dos TNBCs exibem baixa expressédo do KLF4,
enquanto 32% expressam altos niveis [Nagata et al., 2017], os quais s&o importantes
para regular a capacidade proliferativa, migratéria e invasiva destes tumores. A
diferenca na expressdo do KLF4 no TNBC provavelmente € devida aos diferentes
niveis de agressividade observado nestes tumores [Roberts et al., 2020]. O
silenciamento do LINC01133, utilizando oligonucleotideos antisenso (ASO, da sigla
em inglés), nas linhagens celulares triplo negativas MDA-MB-468 e Hs578T, resultou
na inibicdo de aproximadamente 40% da expressdo do KLF4 enddgeno [Tu et al.,
2019]. Além disso, foi descrito que o KLF4 reprime a expressédo do EGFR, receptor do
fator de crescimento epidermal [Roberts et al., 2020], responsavel por ativar
importantes vias de sinalizagdo promotoras da proliferacdo, migragdo, invasao e
sobrevivéncia em células do cancer de mama, tais como PI3K-AKT-mTOR, Ras-Raf-
MEK-ERK e Src-STAT3 [Wee & Wang, 2017]. Diante disto, o nocauteamento do

LINCO1133 reduziria, ainda mais, a expressdo do KLF4, levando a ativagado da
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expressdo do EGFR, sendo responsavel pelo aumento das taxas proliferativas
observadas na linhagem Hs KO LINC.

Por outro lado, o aumento no crescimento de colénias independente de
ancoragem (potencial tumorigénico) e da capacidade de migracédo e invaséao
observados na linhagem Hs KO LINC estdo possivelmente relacionadas com a
expressdao do fator de transcricdo SOX4. Conforme descrito anteriormente, o
LINC01133 é um importante regulador negativo da transcrigdio do SOX4, via
recrutamento do EZH2 para o promotor do SOX4 [Song et al., 2019]. O fator de
transcricdo SOX4 é estruturalmente caracterizado, por apresentar um dominio
altamente conservado que se liga diretamente ao sulco menor da hélice de DNA e que
esta envolvido, através de sua atividade transcricional, em varios processos do
desenvolvimento embrionario [Cheung et al., 2000; Schepers et al., 2002]. No entanto,
diversos estudos tém descrito que SOX4 é altamente expresso nos mais diversos
tipos de tumores, atuando como um oncogene e promovendo fenotipos malignos
[Moreno, 2020]. Pesquisas recentes tém relatado o envolvimento do SOX4 na
promogao da tumorigénese e da EMT no cancer de mama, in vitro e in vivo. Um dos
mecanismos descritos de atuagado do SOX4 ¢ através de sua ligagdo ao promotor do
CXCRY7, induzindo fortemente sua expressao (Zhang et al., 2012; Zhang et al., 2020).
A ativagdo do CXCR7 é responsavel por promover a tumorigénese, migragao,
invasao, angiogénese, entre outros processos [Xin et al., 2017].Além disso, no TNBC,
a expressao do SOX4 é diretamente induzida pelo TGF- [Bagati et al., 2021], tendo
sido observado aumento de sua expressao na linhagem Hs KO LINC. Baseado nisto,
o nocauteamento do LINC01133 nesta linhagem, levaria ao aumento da expressao do
SOX4, por meio de dois mecanismos: |) pela auséncia da repressao, via EZH2, da

transcricdo do SOX4 e Il) pela indugédo da transcricdo do SOX4 pelo TGF-3. Além



177
disto, estudos tem descrito que a expressao de SOX4 pode reduzir a transcricao da
E-caderina indiretamente, através da ativacao da expressao de ZEB1, um importante
indutor da EMT [Zhang et al., 2012]. Isto justificaria a redugdo da expresséo da E-
caderina observada na linhagem Hs KO LINC. Assim, o conjunto destes fatores
justificaria o expressivo aumento no potencial tumorigénico e metastatico observado
na linhagem Hs KO LINC.

Nossos resultados, indicaram aumento na expressao de SPARC, SATB1 e
COL3A1, sendo fatores adicionais para justificar o aumento da malignidade observada
na linhagem Hs KO LINC. SPARC (proteina acida secretada e rica em cisteina) € uma
glicoproteina de ligagado a albumina, sendo secretada pelas células, modulando suas
interagdes com a matriz extracelular. Esta proteina desempenha papeis importante na
proliferagdo e migracdo celular e elevados niveis de sua expressao tem sido
relacionado com uma maior agressividade de TNBC [Zhu et al., 2016]. SATB1
(proteina especial 1 de ligagdo a sequéncias ricas em AT) pertence a uma classe de
reguladores transcricionais que atuam como “plataformas de aterrissagem” para
diversas enzimas remodeladoras da cromatina. Estima-se que SATB1 é responsavel
por regular mais de 1.000 genes e sua expressao tem sido descrita por contribuir para
a progressao do cancer de mama [Zheng, 2008]. O papel do COL3A1 ja foi descrito
anteriormente e, assim como o SPARC e o0 SATB1, elevados niveis de sua expressao
estdo associados ao desenvolvimento do TNBC [Shi et al., 2020].

Por fim, o ultimo parametro analisado no conjunto de células relacionadas ao
nocauteamento do LINC01133, foi a alteragao na morfologia celular, visto através de
reacbes de imunofluorescéncia utilizando os marcadores faloidina e vimentina.
Alteracdes morfologicas importantes foram observadas na linhagem Hs KO LINC, tais

como a perda do formato estrelado, além da perda parcial dos pseuddpodes,
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caracteristicas marcantes da linhagem Hs578T. Assim como descrito na linhagem 10A
LINC+ IND, estas mudangas podem estar relacionadas com a redugao da expressao
da E-caderina, bem como ao aumento das caracteristicas de malignidade observado
nestas células. Hipoteticamente, a alteragdo da morfologia observada nestas células
poderia favorecer os processos de migragdo e invasdao. O silenciamento do
LINC01133 em linhagens celulares de cancer colorretal inibiu significativamente a E-
caderina e ocasionou importantes mudangas na morfologia das células [Kong et al.,
2016]. Em outro estudo, o silenciamento do LINC01133 em linhagens celulares de
endometriose também alterou a morfologia das células, as quais tornaram-se mais
largas e achatadas, com um aumento no numero de fibras de estresse de actina
[Yotova et al., 2021].

Assim, em suma, identificamos o INcRNA intergénico LINC01133 e analisamos
seu papel na progressao do cancer de mama triplo negativo. Um conjunto de
mecanismos hipotéticos de atuacdo deste INcCRNA neste subtipo tumoral foram
descritos e correlacionados com as alteracdes fenotipicas observadas em nossos
resultados. Estes mecanismos poderdo ser confirmados ou rejeitados através da
analise do transcriptoma destas células pela tecnologia do RNA-Seq (analises em
andamento), devendo fornecer informagdes importantes sobre as bases biologicas
deste subtipo tumoral, além de contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas direcionadas. Os dados descritos aqui sugerem que o IncRNA
LINC01133 exerce um importante papel supressor tumoral, regulando o potencial
tumorigénico e metastatico da linhagem celular triplo negativa Hs578T. E importante
ressaltar que, pela primeira vez, o nocauteamento deste IncRNA, via sistema
CRISPR/Cas9, foi realizado em linhagens celulares humanas de cancer, em nosso

caso, especificamente em linhagens celulares de cancer de mama triplo negativo.
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Diante disto, os dados de caracterizagdao funcional obtidos aqui adicionarao
informacgdes pioneiras e complementares aos dados ja descritos na literatura
referentes a este subtipo tumoral. Juntos, nossos resultados sugerem um cenario
extremamente promissor para o LINC01133, demonstrando que este IncRNA pode
servir como um novo biomarcador de progndstico, além um potencial alvo terapéutico

para o tratamento do cancer de mama triplo negativo.
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Figura 51: Mecanismos hipotéticos ativados ou reprimidos devido a superexpressao e ao
nocauteamento do gene nao codificador de proteina LINC01133 nas linhages estudadas. A) A
superexrpressao do LINC01133 na linhagem nao-tumorigénica MCF10A resultou na reducéo da taxa
de proliferagao celular, possivelmente ocasionada pelo aumento da expressao do KLF4 e pela redugéo
da expressao do SOX4, XIAP, TGF-8 e CXCL12. O aumento da expressao do COL3A71 e areducgdo da
expressao de E-CAD podem estar relacionados ao aumento do crescimento de colbnias independente
de ancoragem observado. Além disto, a redugao da expressao de E-CAD é responsavel, também, por
inibir o crescimento de colénias dependente de ancoragem, ocasionar um leve aumento no potencial
migratério e invasivo, além de alterar a morfologia celular. B) O nocauteamento do LINC0O1133 na
linhagem triplo negativa Hs578T resultou no aumento de todos os parametros analisados associados
a malignidade tumoral: taxa de proliferagéo, crescimento de colénias dependente e independente de
ancoragem e capacidade migratoria e invasiva. O aumento da expressédo de SOX4, TGF-8, SPARC e
COL3A1, e areducgao da expressdo de KLF4 e E-CAD sao os possiveis fatores responsaveis por estas
modificagdes. Além disto, a reducao da expressao de E-CAD, possivelmente, também é responsavel
por alterar a morfologia destas células.
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3.6. CONCLUSAO
Através da analise da expressao de diversos INcCRNAs em um painel de
linhagens celulares humanas de cancer de mama, neste presente trabalho,
identificamos o INcRNA LINC01133 e analisamos o seu papel na progressao do cancer
de mama triplo negativo. Para tanto, superexpressamos, de forma induzivel, o
LINC0O1133 na linhagem nao-tumorigénica MCF10A e o nocauteamos, via sistema
CRISPR/Cas9, na linhagem triplo negativa Hs578T. Através da caracterizagéo
funcional das linhagens geradas, descrevemos seus possiveis papeis na progressao
deste subtipo tumoral de cancer de mama. Com base nos dados obtidos, sugerimos
que o elevado nivel de expressao do LINC01133 observado na linhagem Hs578T é
importante na regulagdo negativa de processos relacionados com a progressao
tumoral, tais como o potencial tumorigénico e metastatico, atuando com um IncRNA
supressor tumoral. Juntos, nossos resultados contribuem para o enriquecimento de
informagdes relacionadas a Biologia do cancer de mama triplo negativo e sugerem
que o LINCO1133 pode servir com um novo biomarcador de progndstico e um
potencial alvo terapéutico para o tratamento do cancer de mama triplo negativo,
auxiliando, desta forma, no desenvolvimento de potenciais protocolos clinicos e

terapéuticos.
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3.7. PROXIMOS PASSOS

Os proximos passos abaixo sdo importantes para complementagcédo dos

resultados obtidos neste trabalho:

Repetir o experimento de curva de crescimento no conjunto de células

relacionadas ao nocauteamento do LINC01133.

Repetir a analise da expressao de alguns dos genes envolvidos na malignidade
tumoral, os quais nao tiveram a expressao detectada ou apresentaram padroes

de expressao divergentes entre as linhagens geradas.

Analisar, por sequenciamento, se o nocauteamento do LINC01133 na linhagem

Hs578T afetou possiveis sitios off-targets.

Analisar, nas linhagens geradas, a expressao das metaloproteinases de matriz

(MMP-2 e MMP-9) e seus inibidores.

Analisar, nas linhagens geradas, a expressao dos genes KLF4 e SOX4, os

quais sao possiveis alvos regulados pelo LINC01133.

Realizar reagcdes de imunofluorescéncia utilizando marcadores de transicao
epitélio-mesenquimal, no intuito de identificar com precisdo possiveis

alteragdes morfologicas nas linhagens geradas.
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Realizar ensaios de tumorigénese in vivo utilizando as células geradas,

avaliando parametros histopatolégicos nos possiveis tumores gerados.

Analisar, por Western-Blot e RNA-Seq, o mecanismo de acdo do LINC01133

na progressao tumoral do cancer de mama triplo negativo.

Analisar a expressdo do LINC01133 em amostras de pacientes normais e

portadoras do cancer de mama triplo negativo.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Dentre todos os subtipos do cancer de mama, o triplo negativo € o que
apresenta o pior prognostico devido ao seu comportamento clinico altamente
agressivo. Mesmo com o avango dos estudos e das metodologias de classificagao, a
taxa de mortalidade observada nestes tumores é extremamente elevada, ocasionada
devido a alta incidéncia de recidivas e metastases, associada a escassez de
tratamentos direcionados eficazes [Rusness et al., 2017]. Diante disto, este grupo de
tumores tem sido considerado um desafio para a clinica e a busca por novos
marcadores, sejam eles proteicos ou nao proteicos, que possam ser utilizados no
diagndstico, no prognéstico ou como potenciais alvos terapéuticos € de extrema
importancia, tanto para auxiliar na identificagao de pacientes portadoras deste subtipo
tumoral quanto para auxiliar na redugao de suas altas taxas de mortalidade.

Na primeira parte deste trabalho, mostramos que a baixa expressao do gene
codificador de proteina CD174, naturalmente observada na linhagem triplo negativa
Hs578T, exibe um papel importante na regulagdo de processos relacionados com a
progressao tumoral, tais como o potencial tumorigénico e metastatico. O CD14 atuaria
como um oncogene, contribuindo para a progressao do cancer do estagio primario
para o estagio avancgado através da ativagcdo da via de sinalizagdo TLR2/4/6-MyD88-
IRAK1. Atuando como um co-receptor para padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs), como o lipopolissacarideo bacteriano (LPS), ou para padrbes
moleculares associados ao dano (DAMPs), como alguns proteoglicanos presentes na
matriz extracelular (como, por exemplo, biglican e vesican), o CD14 levaria a ativagao
desta via, a qual é responsavel por aumentar a expressao de citocinas pro-
inflamatdrias. O aumento da expressao destas citocinas induziria a quadros de

inflamacé&o crénica, favorecendo a progressédo tumoral. Diante disto, sugerimos um
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papel importante da via de sinalizagdao CD14-TLR2/4/6-MyD88-IRAK1 na progressao
do TNBC, tornando-a um potencial alvo terapéutico para o tratamento deste subtipo
tumoral.

Na segunda parte deste trabalho, identificamos o IncRNA LINC01133 e
analisamos seu papel na progressao do cancer de mama triplo negativo (TNBC).
Elevados niveis de expressdo do LINC01133 foram observados na linhagem triplo
negativa Hs578T, sendo importantes na regulagdo negativa de processos
relacionados com a progressao tumoral, tais como o potencial tumorigénico e
metastatico, atuando com um IncRNA supressor tumoral. E importante ressaltar que,
pela primeira vez, o nocauteamento deste IncCRNA, via sistema CRISPR/Cas9, foi
realizado em linhagens celulares humanas de céancer, em nosso caso,
especificamente em linhagens celulares de cancer de mama triplo negativo. Nossos
resultados mostraram que o LINC01133 desempenha um papel importante na
regulacéo da expressao de genes envolvidos na malignidade tumoral, tais como KLF4,
SOX4, TGF-B, SPARC, COL3A1 e E-CAD. Diante disto, sugerimos que o LINC01133
pode servir com um novo biomarcador de progndstico e um potencial alvo terapéutico
para o tratamento do cancer de mama triplo negativo.

Assim, em suma, os dados de caracterizagcao funcional obtidos aqui, em
conjunto com os mecanismos hipotéticos de atuagéo propostos para estas moléculas
(os quais necessitam ser melhor investigados), adicionarao informagdes pioneiras e
complementares aos dados ja descritos na literatura referentes ao cancer de mama
triplo negativo, contribuindo para o enriquecimento de informagdes relacionadas a
Biologia deste subtipo tumoral e , auxiliando, desta forma, no futuro desenvolvimento

de potenciais protocolos clinicos e terapéuticos.
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